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1. Einleitung 
 
1.1 Grundlagen 
 
1.1.1  NO-Stoffwechsel 
Zum Verständnis von 3-Nitrotyrosin ist es wichtig, zuerst auf den NO-Stoffwechsel 
einzugehen und diesen etwas näher zu beschreiben. 
NO wird von der NO-Synthetase  (NOS) aus Arginin synthetisiert, wobei Citrullin und NO 
entstehen.  
Arginin                                NO° + Citrullin              
Die NOS ist ein sehr komplexes Enzym, welches in drei Isoformen vorliegt. Allen drei 
Isoformen gemeinsam ist eine Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 
(reduziert)(NADPH)-, eine Flavin-Mononucleotid (FMN)- und eine Flavin-Adenin-
Dinucleotid (FAD)-Bindungsstelle. Desweiteren enthalten alle eine Hämgruppe und 
benötigen Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kofaktor. Das C-terminale Ende ist zu 60% homolog 
zur Cytochrom-P-450-Reduktase, was den oxidativen Charakter der NO-Biosynthese 
widerspiegelt. Die NOS liegt als Dimer vor. 
Bei den drei Isoformen handelt es sich um  
1)  die neuronale oder Typ 1 NOS (nNOS) 
2)  die immunologische induzierbare oder Typ 2 NOS (iNOS) 
3)  die endotheliale oder Typ 3 NOS ( eNOS) 
Wie sich vom Namen ableiten läßt, findet sich die Typ 1 NOS in Neuronen, die Typ 3 NOS in 
Endothelien und die Typ 2 NOS in immunologisch aktiven Geweben oder Zellen, wie z.B. 
den Makrophagen. Alle drei Isoformen werden im Zentralnervensystem (ZNS) exprimiert. 
Während die nNOS und die eNOS konstitutiv vorhanden sind, muß die iNOS erst induziert 
werden durch Stimulation mit Zytokinen und Lipopolysacchariden, abgeleitet von der Kapsel 
mehrerer bakterieller Mikroorganismen. 
Ein weiterer Unterschied zwischen den beiden konstitutiven NOS-Formen und der iNOS ist 
die Calciumabhängigkeit der beiden Erstgenannten. Erst bei hohen intrazellulären 
Calciumkonzentrationen  werden sie aktiviert. Der zugrundeliegende Mechanismus ist die 
Bindung von einströmendem Calcium an Calmodulin. Der Calcium-Calmodulin-Komplex 
bindet nun an die NOS. Die dadurch eintretende Konformationsänderung ermöglicht nun 
einen Elektronenfluss vom Reduktase-Segment, das die Flavoproteinbindungsstelle enthält, 
zum aktiven Zentrum, welches die Hämgruppe enthält. 
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Da die iNOS Calmodulin schon bei sehr niedrigen Ca2+- Konzentrationen bindet, ist sie 
praktisch Calcium-unabhängig. 
Daraus ergibt sich, daß die nNOS und die eNOS durch Faktoren aktiviert werden, die zu 
einem Ca2+-Einstrom führen, wohingegen die Regulation der iNOS auf Transkriptions- bzw. 
Translationslevel stattfinden muß. 
Unter bestimmten Gegebenheiten scheinen aber auch die nNOS und die eNOS induzierbar zu 
sein. Dies wurde z.B. unter Ischämiebedingungen im ZNS festgestellt.  
NOS-Neuronen machen circa 1-2 % aller Neuronen im Kortex und im Corpus Striatum aus, 
die ohne ein bestimmtes Muster verteilt sind. Alle NOS-Neuronen enthalten auch NADPH-
Diaphorase, deren Anwesenheit nach Paraformaldehydfixation selektiv beweisend für nNOS 
ist. 
Im Nervensystem ist nNOS eng mit einem Glutamatrezeptor vom N-Methyl-D-Aspartat Typ 
(NMDA-Rezeptor) assoziiert. Wenn Glutamat an den NMDA-Rezeptor bindet und es zur 
Stimulation der nNOS kommt, entsteht ein Ca++-Einstrom. 
Abb. 1: Durch Bindung von Glutamat an den NMDA-Rezeptor kommt es zum Ca2+-Einstrom in die Zelle, 
wodurch die NOS aktiviert wird; das gebildete NO verstärkt retrograd die Freisetzung von Glutamat und dadurch 
die Aktivierung der NOS. 
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1.1.2    NO und seine neurophysiologischen Funktionen 
Das von der nNOS produzierte NO wurde sowohl im peripheren (PNS) als auch im zentralen 
Nervensystem (ZNS) untersucht. Im PNS finden sich NOS-Neuronen im Plexus myentericus. 
Das von ihnen produzierte NO fungiert hier als nonadrenergic-noncholinergic (NANC)-
Neurotransmitter, durch dessen Freisetzung es zu einer Relaxation der glatten Muskulatur 
kommt. Die infantile Pylorusstenose scheint auf das Fehlen dieser NOS-Neuronen 
zurückzuführen zu sein.  
Im ZNS fungiert NO der nNOS ebenfalls als Neurotransmitter. Es scheint auch eine                                                                               
wichtige Rolle zu spielen  bei der Entwicklung der synaptischen Plastizität und bei der 
Langzeitpotenzierung des Hippokampus. Die Langzeitpotenzierung ist eine Form der 
synaptischen Plastizität, die einen Einfluß auf Lernen und Erinnerung hat. Es wird vermutet, 
dass durch einen Stimulus Glutamat freigesetzt wird, welches an einen NMDA-Rezeptor 
bindet. Durch den nun folgenden Ca2+-Einstrom kommt es zur Aktivierung der nNOS und 
Bildung von NO, welches wiederum durch Diffusion zu den umgebenden Zellen als 
retrograder Botenstoff durch Aktivierung der Guanylatzyklase mit Bildung des intrazellulären 
messengers zyklisches GMP (cGMP) weiteres Glutamat freisetzen kann. So kommt es zur 
Verstärkung eines exzitatorischen Kreises.   Desweiteren beeinflußt NO möglicherweise die 
Entwicklung der Morphogenese und der synaptischen Plastizität wie z.B. das 
Zustandekommen der kolumnellen Organisation von Zellen. Bei Versuchen an Ratten konnte 
gezeigt werden, dass nNOS während der embryonalen Entwicklung transient in bestimmten 
Regionen exprimiert wird. In embryonalen sensorischen Glianeuronen sind so gut wie alle 
Zellen nNOS-positiv. Ihre Anzahl vermindert sich post partum auf ca. 1 %. Es gibt weitere 
Beispiele für die Beteiligung von NO an der neuronalen Entwicklung. Während dieser Zeit 
wird NO evtl. durch alternative „erste“ Neuronen gebildet, die  pränatal exprimiert werden 
und später untergehen. 
Das von der eNOS produzierte NO vermittelt die Relaxation von glatten Muskelzellen der 
Gefäße und nimmt somit Einfluß auf den Blutdruck. Es stellte sich heraus, dass NO der 
sogenannte „endothelium-derived-relaxing-factor“ (EDRF) ist. Man fand aber auch heraus, 
dass z.B. in autonomen Nerven in den äußeren Schichten der Adventitia von zerebralen 
Blutgefäßen NOS-Neuronen lokalisiert sind, was bedeutet, dass z.B. der zerebrale Blutfluss 
nicht nur durch NO-Freisetzung aus Endothel-Zellen, sondern auch aus autonomen Nerven in 
der Adventitia reguliert wird. 
Das von der iNOS produzierte NO scheint eine zytotoxische Wirkung gegen 
Mirkoorganismen zu haben. Oftmals scheint es aber gleichzeitig gewebsschädigend zu 
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wirken, wahrscheinlich , weil bei einem mikrobiellen Angriff bzw. bei einer durch 
Entzündungsmediatoren vermittelten Induktion von iNOS zuviel NO freigesetzt wird. Der 
vermutliche  Pathomechanismus soll später noch erläutert werden.  
 
 
1.1.3  Wie wirkt NO? 
NO ist ein gasförmiger Neurotransmitter. Aufgrund seiner hohen Lipophilie ist NO in der 
Lage, schnell durch biologische Membranen zu diffundieren. Es wirkt nicht, wie die 
klassischen Neurotransmitter, über membranständige Rezeptoren. NO wirkt nur über kurze 
Strecken und hat eine kurze Wirkdauer, zeigt aber eine hohe biologische Aktivität und gelangt 
wegen seiner Lipophilie schnell von Zelle zu Zelle. 
 
Die Ziele von NO sind unterschiedlich.  
            1)   Das Bestbekannte ist wohl die Guanylatzyklase. Durch NO-vermittelte     
                                Aktivierung   dieses Enzyms kommt es zur cGMP-Bildung, wodurch wiederum  
                                verschiedene Effekte vermittelt werden, wie z.B. die Relaxation der glatten 
                                Muskulatur.  
2) Bindung an Nicht-Häm-Eisen in vielen Enzymen, wie z.B. an die 
Atmungskettenenzyme NADH-Ubichinon-Reduktase, NADH-Succinat-Oxido-
reduktase etc. Durch Bindung an die in ihnen enthaltenen Eisen-Sulfur-Cluster 
kommt es zur Inaktivierung dieser Enzyme. 
3)   Ein weiteres Enzym, das von NO beeinflusst wird, ist die Cyclooxygenase (COX). 
       Die COX ist ein limitierendes Enzym in der Biosynthese von Prostaglandinen wie 
       Thromboxan A2  und Prostazyklinen. Durch die Aktivierung der COX erhöht NO 
       die Produktion von Prostaglandinen. 
4)   Nitrosylierung von vielen Proteinen. Die Nitrosylierung wird durch NO stimuliert. 
       Nitrosylierung des NMDA-Rezeptors durch NO inaktiviert diesen und kann so 
       physiologisch die glutaminerge Neurotransmission modulieren. So kann NO 
       gegen Glutamat-Überstimulation mit konsekutiver Zellapoptose schützen. 
5)   Auto-ADP-Ribosylierung von Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
      (GAPDH). Diese wird dadurch gehemmt und es kommt zur Herabsetzung der 
       Glykolyse. 
6) Senkung der intrazellulären Glutathion-Level durch Bildung von intrazellulärem 
       S-Nitroso-Glutathion.  
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1.1.4  NO – Neurotoxizität – Peroxynitrit 
Unter bestimmten Umständen kann NO auch neurotoxisch wirken. 
Die neurotoxische Wirkung scheint vermittelt zu werden durch die Bildung von Peroxynitrit 
(ONOO- ), welches gewebsschädigend wirkt und als nitrosativer Stress bezeichnet wird. 
Durch die diffusionslimitierte Reaktion von NO mit dem Superoxidanion (O2-•) entsteht das 
hochreaktive Produkt ONOO-, welches stark zytotoxisch ist. 
 
 O2-• + NO•                                  ONOO-                           
 
Normalerweise entfernt die Mangan-Superoxid-Dismutase (MnSOD) die Superoxidanionen 
(O2-•), indem sie diese in H2O2 umwandelt und somit unschädlich macht.  
Treten nun aber Bedingungen auf, unter denen sehr viel NO entsteht, kommt es nicht mehr 
dazu, dass die Mn-SOD O2¯ • entfernen kann, da die Reaktion  
 
 O2-• + NO•                                  ONOO- 
 
dreimal schneller ist als die Reaktion der MnSOD.   Unter diesen Umständen kommt es also 
zur Bildung von zytotoxischem Peroxynitrit. 
Die NOS-Neuronen machen nur 1-2 % aller Neuronen des ZNS aus. Sie selber scheinen 
gegen den nitrosativen Stress bzw. gegen das von ihnen gebildete NO relativ resistent zu sein, 
wohingegen benachbarte Zellen, zu denen NO diffundiert, bei nitrosativem Stress mit 
Peroxynitrit, also verstärkter NO-Bildung, relativ schnell zugrunde gehen. 
Durch verschiedene Versuche konnten Dawson et al. (1) herausfinden, dass diese Resistenz 
der NOS-Neuronen auf die Kolokalisation  und Anreicherung mit MnSOD zurückzuführen 
ist.  Diese scheint essentiell für die Protektion der NOS-Neuronen gegen exzitatorischen 
Stress zu sein. MnSOD ist in den NOS-Neuronen verstärkt in den Mitochondrien 
angereichert, also direkt am Entstehungsort der Superoxidanionen. Da die MnSOD die (z.B. 
bei O2-Mangel) ebenfalls in hohem Maße anfallenden O2-•-Anionen abfängt, kommt es in 
diesen Zellen nicht zur Bildung von Peroxynitrit.  
In gewissem Maße enthalten auch die umgebenden NOS-negativen Neurone MnSOD, die bis 
zu einem gewissen Punkt die Bildung von Peroxynitrit verhindert. 
Ist aber durch verschiedene Ursachen , z.B. Ischämie oder Entzündung, die Produktion von 
NO erhöht, kommt es zur Bildung von ONOO-.  
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Da NO und MnSOD beide mit O2-• reagieren, und sozusagen um dieses konkurrieren, als 
auch die Reaktion von NO mit O2-• dreimal schneller abläuft, kommt es schließlich zur 
Bildung von ONOO-. 
Da die NOS-Neuronen stark erhöhte MnSOD-Konzentrationen haben, liegt bei ihnen 
weiterhin das Gleichgewicht auf Seiten der MnSOD und es kommt trotz des nitrosativen 
Stresses nicht zur ONOO- -Produktion. 
Peroxynitrit entsteht also fast nur in NOS-negativen Neuronen, die NOS-positive Zellen 
umgeben und setzt dort wiederum irreversible Abläufe in Gang, die zum Zelltod führen 
(Dawson et al.) (1,2). 
Dies ist allerdings nur eine Hypothese. Während Dawson et al.(1,2) die unter pathologischen 
Bedingungen vorkommende Bildung von Peroxynitrit hier auf die Aktivierung von NOS-
Neuronen zurückführen, wie es zum Beispiel unter exzitatorischem Stress der Fall sein 
könnte, haben Bolaños et al.(3) die Theorie entwickelt, dass die verstärkte Bildung von NO 
und nachfolgend ONOO- auf die Aktivierung der iNOS in Astrozyten zurückgehen könnte. 
Bolaños et al.(3-5) nehmen dies deshalb an, weil die Astrozyten im ZNS  die höchste 
Konzentration der NO-Vorstufe L-Arginin enthalten.     
Ihre Idee ist, dass unter bestimmten Bedingungen, wie z.B. bei neurodegenerativen 
Erkrankungen wie Multiple Sklerose , unter Ischämie-Bedingungen oder bei Entzündung, 
verstärkt Zytokine freigesetzt werden, die dann in den Astrozyten die iNOS induzieren. 
 
1.1.5  Schädigungsmechanismen von NO•  und Peroxynitrit  
Die durch Peroxynitrit vermittelte Gewebsschädigung bezeichnet man als nitrosativen Stress. 
Peroxynitrit wirkt sowohl direkt, als auch indirekt neurotoxisch. 
ONOO-  reagiert mit H+  zu ONOOH, welches zu OH• und NO2• zerfällt. 
OH•  ist ebenfalls ein hochreaktives Radikal, genannt Hydroxylradikal. 
Ein Schädigungsmechanismus, der der Zytotoxizität von NO•  zugrunde liegt, beruht auf der 
Inhibition mitochondrialer Atmungskettenenzyme und weiteren Enzymen wie der Aconitase, 
einem Enzym des Zitratzyklus. Diese werden gehemmt durch Bindung von NO•  an Eisen-
Sulfur-Komplexe. Am Beispiel der reversiblen Inaktivierung des Komplex IV (Cytochrom C-
Oxidase) sei dies kurz erläutert. NO•  bindet reversibel an das Fe2+-Zentrum  des Cytochrom 
a3   und an das Kupfer2+-Zentrum des Komplex IV. Dieser Mechanismus erklärt, dass NO•  mit 
O2 konkurriert und so zu einer reversiblen Hemmung des Komplex IV führt (Brown und 
Cooper, 1994)(6). Untersuchungen von Poderoso et al.(7), ergaben aber, dass dieses nicht 
durch NO• , sondern durch ONOO- vermittelt sein könnte.         
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Es kommt aber auch zur irreversiblen Hemmung des Komplex IV durch Peroxynitrit. Es 
wurde gezeigt, dass die Cytochrom c-Oxidase-Aktivität direkt mit der Konzentration von 
Cardiolipin in der Mitochondrienwand korreliert. Cardiolipin ist als Phospholipid sehr anfällig 
für Lipidperoxydation. Durch die von ONOO- induzierte Lipidperoxydation  kommt es nun 
zur Inhibition der mitochondrialen Cytochrom-c-Oxidase. Wegen dieser 
Atmungskettenhemmung kann die betroffene Zelle ihren Energiebedarf nicht mehr decken 
und stirbt ab. 
Resistent gegen diesen Schädigungsmechanismus sollen lediglich die Astrozyten sein, da sie 
ihren Energiebedarf  durch verstärkte Laktatproduktion (anaerobe Glykolyse) decken  können.  
Ein weiterer angenommener Schädigungsmechanismus , der mit der Inhibition der 
Mitochondrien zusammenhängt, ist die Schädigung von DNA-Strängen. Sowohl Peroxynitrit 
selber, als auch durch Mitochondrienschädigung vermehrt entstehende freie Radikale führen 
zum Bruch der DNA. Nachfolgend kommt es zur Aktivierung des Reparationsenzyms Poly-
ADP-Ribose-Synthetase (PARS). Für jedes Mol transferrierter ADP-Ribose wird ein Mol 
NAD benötigt, für die Regeneration davon werden vier Mol ATP benötigt. So kommt es 
durch PARS-Aktivierung zur schnellen Entleerung der Energiespeicher der Zelle und zum 
Zelltod. 
Abb. 2: Entstehung und Folgen der Bildung von ONOO-. 
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1.1.6  Entstehung von 3-Nitrotyrosin 
Als hochreaktives Anion kann ONOO- auch aromatische Ringe an Aminosäureresten 
nitrosylieren und hydroxylieren. 
Eine dieser Aminosäuren, die unter dem Einfluß von Peroxynitrit nitrosyliert werden, ist 
Tyrosin. Durch seine Nitrosylierung entsteht das 3-Nitrotyrosin. Dieses kann als stabiler 
Marker für nitrosativen Stress und Bildung von Peroxynitrit angesehen werden, da 3-
Nitrotyrosin ein stabiles Reaktionsprodukt darstellt. 
Bei verschiedenen Krankheiten, die mit nitrosativem Stress in Verbindung gebracht werden, 
wurde deshalb versucht, das 3-Nitrotyrosin zu bestimmen.  
Dies kann in verschiedenen Kompartimenten (Liquor, Blut, Gewebeproben etc.) geschehen , 
abhängig davon, welche Erkrankung untersucht wird, und ebenso mit verschiedenen 
Methoden (Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) kombiniert mit elektrochemischer 
Detektion (ECD), Immunoblot-Analyse, etc.).  
 
 
 
1.1.7  Nitrosylierung der Mangan-Superoxid-Dismutase 
Die Nitrosylierung betrifft nicht nur freies, ungebundenes Tyrosin, sondern auch an Proteine 
gebundenes bzw. in Proteinen vorhandenes Tyrosin. 
Durch die Nitrosylierung von Tyrosin können verschiedene Enzyme inaktiviert werden. Eines 
davon ist die MnSOD. Die MnSOD spielt eine wichtige Rolle im Rahmen des nitrosativen 
Stresses. Durch Bildung von Peroxynitrit kommt es, wie beschrieben, zu einer Inaktivierung 
von mehreren Atmungskettenenzymen. Durch diese Hemmung der Atmungskette wird 
konsekutiv mehr O2-• freigesetzt, das dann erneut mit NO zu ONOO- reagiert. MnSOD hat die 
Funktion, das entstandene O2-• abzufangen. Sie könnte durch Abfangen von O2-• den viziösen 
Kreis:  
 
ONOO-             Hemmung der Atmungskette              O2-•             mehr ONOO-  usw. 
durchbrechen. 
 
Wird sie aber durch ONOO- inaktiviert, kann das „neue“ O2-• nicht mehr abgefangen werden 
und der Kreislauf verstärkt sich. 
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                                                             Anstau von O2-  
                                                              
                 H2O2                   MnSOD     O2-•                                  NO 
 
        Inhibition durch  ONOO- 
 
                                                                 ONOO- 
 
Abb. 3: Circulus vitiosus: Die Hemmung der MnSOD durch ONOO- führt zur verstärkten Bildung von selbigem. 
 
Es wurden eingehende Untersuchungen durchgeführt, die sich näher mit der Inaktivierung der 
MnSOD beschäftigt haben (Yamakura et al.)(8). Dabei wurde im Rahmen einer massen-
spektroskopischen Untersuchung festgestellt, dass sich das Molekulargewicht der 
inaktivierten MnSOD um genau das Gewicht einer einzelnen Nitro-Gruppe erhöht hatte, was 
darauf schließen läßt, dass eine einzige Aminosäure nitrosyliert wurde. Durch Protein-
Digestion, HPLC, Massen-Spektrometrie und Aminosäure-Sequenz-Analyse (und jeweiligen 
Vergleich zwischen nativer und inaktivierter Mn-SOD) konnte festgestellt werden, dass es 
sich um das Tyrosin-34 (Tyr 34) handelt. 
Es stellt sich die Frage, warum nur das Tyr 34 und keine weiteren Tyrosine nitrosyliert 
werden. Das mag daran liegen, dass das Tyr 34 eine spezielle Stellung in der 
dreidimensionalen Struktur der MnSOD hat. Es liegt an einem Scheitelpunkt auf dem 
Zugangsweg für das Substrat. Durch elektrostatische Führungsmechanismen wird das 
normale Substrat O2-• durch diesen Zugangsweg zum Metallion Mangan im aktiven Zentrum 
geleitet. 
Die erste Hypothese zur Nitrosylierung von Tyr 34 geht davon aus, dass die Nitrosylierung 
durch Mangan katalysiert wird.  
Man stellt sich vor, dass ONOO- ähnlich wie das Substrat O2-. auf demselben Zugangsweg 
zum Metallion Mangan gelangt und durch Reaktion mit diesem eine nitrosylierende Spezies 
bildet. Diese könnte NO2+ sein. Dieses Kation könnte dann direkt mit dem angrenzenden Tyr 
34 reagieren und es nitrosylieren. 
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Die zweite Hypothese beruht darauf, dass man nicht ausschließen kann, dass die 
Nitrosylierung von Tyr 34 ohne Mangan als Katalysator abläuft. Da Tyr 34 direkt auf dem 
Zugangsweg zum aktiven Zentrum liegt, besteht die Möglichkeit, dass ONOO- auf seinem 
Weg ins aktive Zentrum direkt mit Tyr 34 reagiert und es nitrosyliert. 
 
Weiter stellt sich die Frage, warum es durch die Nitrosylierung von Tyr 34 zur Inaktivierung 
des gesamten Enzyms kommt. 
Yamakura stellt die Hypothese auf, dass die Inaktivierung nicht durch eine Änderung der 
Tertiärstruktur zustande kommt, da die Stellung der inaktivierten MnSOD in der Gelelek-
trophorese vermuten lässt, dass diese gegenüber dem nativen Enzym gleichgeblieben ist. Er 
nimmt an, dass das Tyr 34 drei wichtige Funktionen hat, welche durch die Nitrosylierung 
gestört werden. 
1) Erhaltung der erforderlichen Protonierung des Protonen-Clusters, welche benötigt  
 wird, um ein Proton im zweiten Zyklus der Dismutationsreaktion bereit zu stellen. 
2) Tyrosin 34 wird benötigt, um ein geeignetes Umfeld für das aktive Zentrum zu  
schaffen, und zwar durch Herstellung eines H-Bindungsnetzes wischen Tyr 34, 
Glutamin (Glu) 143 und dem koordinierenden Lösungsmittel. Die Nitrosylierung 
des Tyr führt zur pKa –Änderung der Phenolgruppe des Tyr, was in einer 
Deprotonierung des Phenolrings resultiert. Dadurch wird das H-Bindungsnetz 
zwischen Tyr, Glu und dem koordinierenden Lösungsmittel zerstört. 
3) Es scheint, dass das Substrat O2-• im aktiven Zentrum in einer Position zwischen 
Histidin und Tyr 34 bindet, so dass eine Nitrosylierung des Tyr 34 ein räumliches 
Hindernis für die normale Reaktion darstellen könnte. 
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1.2 Peroxynitrit und 3-Nitrotyrosin bei verschiedenen neurologischen Erkrankungen 
 
1.2.1  Alzheimer (Alzheimer`s disease, AD) 
 Toghi et al.(9) führten 1999 eine Studie durch, um den Einfluss von Peroxynitrit-
vermitteltem (Neuronen-)Zelltod bei Alzheimer zu bestimmen. Dazu bestimmten sie 3-NT im 
Liquor per HPLC mit elektrochemischer Detektion. 
Die Proteine im Liquor wurden enzymatisch hydrolysiert. Somit konnte nicht nur freies, 
sondern auch zuvor in Proteinen gebundenes 3-NT bestimmt werden. 
Es zeigte sich, dass 3-NT und die 3-NT / Tyrosin Ratio sich mit dem Alter moderat, aber 
signifikant erhöhten. 
Im Vergleich dazu waren aber die 3-NT-Werte und die 3-NT/ Tyrosin Ratio bei Alzheimer-
patienten in derselben Altersgruppe noch einmal signifikant, nämlich > 6-fach, erhöht. Dabei 
korrelierte der Grad der Erhöhung negativ mit den abnehmenden kognitiven Funktionen  
(gemessen mit der Mini-Mental-State-Examination, MMSE), nicht aber mit der Dauer der 
Erkrankung. Die Tyrosin-Konzentrationen blieben hingegen unverändert. 
Ergebnisse:   
 
Kontrollen:         Tyrosin-Konz.:  4,8-7,9 x 103 nM ~ 6,10 x 103 nM 
                               3-NT-Konz.:   0,2-2,3 nM        ~1,6 nM 
                              3NT/Tyrosin:  0,5- 3.7 x10-4   ~2,7 x 10-4 
Alzheimerpat.:   Tyrosin-Konz:  ~  6,15 x 103 nM 
                               3-NT-Konz:  ~11,4 nM 
                           3-NT/Tyrosin:  ~18,6x10-4 
 
Da sich die Konzentration des freien Tyrosins nicht veränderte, sind die erhöhten 3-NT-Werte 
wohl nicht auf die Νitrosylierung des freien Tyrosins zurückzuführen, sondern vielmehr auf 
eine Erhöhung von nitrosylierten Tyrosinen in Proteinen oder auf den erhöhten Zerfall von 
Proteinen, die 3-NT enthalten. 
 
 
Auch Hensley et al.(10) führten eine Studie bezüglich der Erhöhung von 3-NT  in bestimmten 
Hirnregionen und im Liquor  bei Alzheimerpatienten durch, ebenfalls per HPLC-ECD.    Bei 
Alzheimer weisen spezifische Regionen Amyloid-Plaques, Neurofibrillen-Akkumulation und 
Zelltod auf. Diesen Regionen sind das limbische System und assozierte Kortexareale 
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zuzuordnen. Neue Modelle zur Krankheitsgenese verbinden Alzheimer mit einer 
Entzündungskomponente und vermehrtem oxidativem Stress. Es finden sich zwar keine 
Entzündungszeichen wie Ödeme und neutrophile Infiltration, dafür sind aber Akute-Phase-
Reaktanten wie C-reaktives Protein (CRP), major histocompatibility complex (MHC), 
Interleukin (IL)1 und 6, Komplement usw. vorhanden bzw. in den Plaques vermehrt. Es findet 
sich auch reaktive Mikroglia (funktionell ähnlich den Monozyten) in den Plaques. Es zeigt 
sich, dass aktivierte Mikroglia O2-• und H2O2 freisetzt, während durch Zytokine und ß-
Amyloid stimulierte Astrozyten und Mikroglia  die iNOS ausprägen und NO produzieren, so 
dass insgesamt Peroxynitrit entstehen kann, welches dann zytotoxisch wirkt. 
In der Studie wurden 11 Alzheimerpatienten und fünf Kontrollpatienten post mortem Proben 
aus vier verschiedenen  Hirnregionen ( Hippokampus (HIP), Inferiorer Parietal-Lappen (IPL), 
superiore und mittlere Temporal-Gyri (SMTG), und Zerebellum (CBL)) sowie Liquor 
entnommen.  Untersucht wurden die Konzentrationen von 3-NT als Marker für Peroxynitrit, 
3,3`-Dityrosin  als Marker für Peroxidase-Aktivität und Makrophagen-Aktivierung sowie 
Tyrosin (gemessen vor und nach Digestion der Proteine mit einer Protease ( aus S. griseus), 
desweiteren Nitrit und Nitrat sowie Harnsäure.  
Ergebnisse:  Leider geben Hensley et al. hier keine Zahlen an, man kann die Werte nur 
ungefähr aus Graphiken abschätzen. 
3-NT und 3,3`-Dityrosin waren bei den AD-Patienten im Hippokampus und in den kortikalen 
Regionen signifikant erhöht, jedoch nicht im Zerebellum. Der relative Unterschied zwischen 
AD-und Kontrollpatienten war im Hippokampus am Größten, wo Di-Tyr 5-fach und 3-NT 9-
fach erhöht waren gegenüber den Kontrollen.  
 
 
AD-Pat.  HIP IPL SMTG CBL 
 Di-Tyr ~ 1,5 µM ~ 2,3 µM ~ 4,3 µM ~ 0,7 µM 
 3-NT ~ 1,8 µM ~ 3,0 µM ~ 8,0 µM ~ 0,0 µM 
                  
Kontrollen  HIP IPL SMTG CBL 
 Di-Tyr. ~ 0,3 µM ~ 0,8 µM ~ 2,0 µM ~ 0,7 µM 
 3-NT ~ 0,2  µM ~ 0,3 µM ~ 1,8 µM ~ 0,5 µM 
                       
(Die Werte in der Tabelle wurden nach Proteindigestion ermittelt.) 
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 Die absoluten Di-Tyr. und 3-NT-Konzentrationen waren aber in den SMTG 5-10 mal höher 
als im HIP, IPL und CBL, und zwar fanden sich hier sowohl bei den Alzheimer- als auch bei 
den Kontrollpatienten die höchsten Werte. 
Die Analyse der freien Analyten vor Proteasebehandlung ergab, dass sie nur einen geringen 
Anteil (10-20 %) an den insgesamt gemessenen Tyrosin-Derivat-Konzentrationen ausmachen.   
 
3-NT im Liquor: 
3-NT war bei AD-Pat. 2,3 mal höher in der ungebundenen Fraktion und  
                                     1,4 mal höher nach Protein-Digestion  
 
Harnsäure: 
Sie war bei den AD-Patienten im Durchschnitt um 40-50 % erniedrigt ( im Gewebe als auch 
im Liquor). 
 
Die HPLC-ECD-Analyse zeigt also eine krankheitskorrelierte Akkumulation von 3-NT und 
3,3`Dityrosin und erniedrigte Harnsäurekonzentrationen. Da Harnsäure als Radikalfänger von 
ONOO- wirkt, könnte man schließen, dass diese infolge erhöhter Peroxynitrit-
Konzentrationen verbraucht wird. Am ausgeprägtesten waren die Veränderungen im 
Hippokampus (bezogen auf die relative Erhöhung), welcher bei Alzheimer bekannterweise 
die von der Neurodegeneration am meisten betroffene Region ist.   
Die erhobenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass tatsächlich eine Entzündungkomponente 
mit nachfolgender Bildung von NO, O2-• und ONOO- zu der Pathogenese der Alzheimer-
Krankheit beiträgt.                                                                                                 
 
 
 
1.2.2  Amyotrophe Lateralsklerose  (ALS) 
Die ALS ist eine neurologische Erkrankung, bei der es zu letal endenden zentralen und 
peripheren Lähmungen durch Untergang der motorischen Neuronen in Kortex sowie der α-
Motoneuronen im Hirnstamm und Rückenmark kommt. 
Toghi et al.(11) führten 1999 ebenfalls eine Studie zur Untersuchung von 3-NT im Liquor bei 
ALS durch. Es wurde dieselbe Methode verwendet wie bei der Untersuchung der Alzheimer-
patienten. Die zugrundeliegende Theorie, die überhaupt erst eine Erhöhung von 3-NT bei 
ALS-Patienten vermuten lassen kann, soll kurz erläutert werden. 
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Bei einigen Patienten mit  familiärer ALS (FALS) und sporadischer ALS (SALS) wurden 
Punktmutationen und  Deletionen  in der zytosolischen Kupfer/Zink SOD (Cu/ZnSOD) 
beobachtet. Dies könnte zu einem Funktionsverlust führen , in dessen Folge O2-•  nicht mehr 
abgefangen wird. So kann Peroxynitrit entstehen, welches die Motoneuronen schädigt.  
In einer anderen Studie von ME Guerney et al.(12) konnte ein weiterer 
Schädigungsmechanismus der mutierten zytosolischen Kupfer/Zink SOD (Cu/ZnSOD) 
gezeigt werden. 
An transgenen Mäusen konnte gezeigt werden, dass es durch die Mutation nicht zum Verlust 
der Enzymaktivität kam bzw. dass es nicht ein Funktionsverlust war, der zur 
Krankheitsausbildung führte. So entwickelten Knockout-Mäuse, denen die Cu/ZnSOD fehlte, 
keine Motoneuronenkrankheit. 
Stattdessen scheint die Mutation der Cu/ZnSOD dazu zu führen, dass diese weitere 
Funktionen gewinnt. 
Die mutierte Cu/ZnSOD verstärkt die Generierung von Superoxidanionen und 
Hydroxylradikalen und wandelt sich dadurch von einem protektiven, antioxidativen zu einem 
destruktiven, prooxidativen Enzym. 
Hierbei ist es so, dass H2O2 das enzymgebundene Kupfer von Cu2+ zu Cu+ reduziert. Dabei 
entsteht O2- . 
Enz-Cu2+ + H2O2                  Enz-Cu+  + O2- + 2 H+ 
Hierdurch kann nun Cu+ mit einem weiteren H2O2-Molekül über eine Fentonreaktion zu 
Cu2+-OH. reagieren. 
Enz-Cu+  + H2O2                Enz-Cu2+-OH. + OH- 
Dieses Enz-Cu2+-OH. kann nun sekundär zur Bildung von freien Radikalen führen: 
Enz-Cu2+-OH. +   + HR    →  Enz-Cu2+ + R. + H2O 
R.  + O2     →   RO2.    
Die so entstandenen Superoxidanionen können nun mit NO zum zytotoxischen ONOO- 
reagieren. Die anderen freien organischen Radikale wirken ebenfalls ihrerseits zytotoxisch. 
 
Außerdem soll die Cu/ZnSOD die Reaktion von ONOO- mit Protein-Tyrosin katalysieren, 
was in einer Νitrosylierung der Tyr-Reste resultiert.  Eine weitere Theorie  zur Pathogenese 
der ALS vermutet einen Mitochondrienschaden als Ursache für erhöhte Radikalbildung, die 
dann wieder zur Bildung von ONOO-  führt. 
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Erhöhte 3-Nitrotyrosin-Werte im Rückenmark und im Vorderhorn konnten bereits im 
Gewebeproben von verstorbenen SALS- und FALS-Patienten nachgewiesen werden. In dieser 
Untersuchung (Toghi et al.,1999)(11) konnte jedoch zum ersten Mal bei lebenden Patienten 
ein erhöhter 3-Nitrotyrosin-Wert im Liquor nachgewiesen werden. 
Untersucht wurden 19 SALS-und 19 Kontroll-Patienten mit folgendem Ergebnis: 
 
 
 
Kontrollen:           Tyrosin-Konz: ~ 5,99 x 103 nM 
                                3-NT-Konz.: ~ 1,4n M 
                              3-NT/Tyrosin: ~ 2,3x10-4 
 
SALS-Patienten:           Tyrosin:  ~6,23 x 103nM 
                               3-NT-Konz.:  ~9,0 nM 
                            3-NT/Tyrosin:  15,6x 10-4 
 
Die 3-NT-Werte und die 3-NT/Tyrosin-Ratio waren also bei den SALS-Patienten stark 
erhöht, wohingegen die Tyrosinkonzentrationen sich bei beiden Gruppen kaum unterschieden.  
Bei den SALS-Patienten fanden sich auch erhöhte NO, NO2 und NO3-Konzentrationen, was 
tatsächlich auf eine erhöhte Bildung von ONOO- schließen läßt. Auch hier (ähnlich wie bei 
Alzheimer) vermuten Toghi et al wegen der unveränderten Konzentration des freien Tyrosins, 
dass nicht die Nitrosylierung des freien Tyrosins zu einer Erhöhung des 3-NT geführt hat, 
sondern eher die Nitrosylierung von Tyrosin in Proteinen oder der erhöhte Abbau von 3-NT-
enthaltenden Proteinen.  
 
 
1.2.3  Multiple Sklerose (MS) 
Bei der MS handelt es sich um eine primär entzündliche Erkrankung des ZNS, die zur 
Zerstörung der Myelinscheiden führt.  Aufgrund des Entzündungsmechanismus hat man 
vermutet, dass auch hier die Bildung von Peroxynitrit eine Rolle spielt.  Cross et al.(13) 
führten 1997 eine Studie durch, um die  Bildung  von ONOO- in MS-Läsionen  nachzuweisen. 
Durch aktivierte Makrophagen, von denen es in MS-Läsionen  viele gibt, kann ebenso wie 
durch aktivierte Endothelzellen, B-Lymphozyten und Astrozyten O2-• gebildet werden. Über 
Zytokine, Interleukine etc. vermittelt  kann durch die Entzündung außerdem die iNOS in 
 16
Astrozyten, Mikroglia und Makrophagen induziert werden. Hierdurch kommt es dann zu 
Produktion von NO, dass mit dem ebenfalls entstandenen O2-• zu ONOO- reagieren kann. So 
könnte es entzündungsvermittelt zur Peroxynitritbildung in MS-Läsionen kommen. 
Zum Nachweis von ONOO- verwendeten Cross et al. zwei Methoden: 
a) Immunhistochemische Detektion von 3-NT als stabiler Marker für ONOO-  im 
ZNS-Gewebe ( 9 MS-Pat., 5 Kontrollen; 6 der 9 MS-Pat.-Proben waren positiv für 3-
NT) 
b) Messung von Nitrat im Liquor als ebenfalls stabiler Marker ( Zerfallsprodukt von 
ONOOH) bei 30 MS-Pat. und 48 Kontrollen ( Nitrat war stark erhöht bei MS-
Patienten) 
Zu a) 
 Die Gefrierschnitte des ZNS-Gewebes wurden mit Hämotoxylin inkubiert, um die 
parenchymale und perivenuläre Entzündung nachzuweisen, außerdem mit oil red O ( ORO) 
zum Nachweis von Neutralfetten in den Zellen ( Nachweis  von Myelinphagozytose). 
Anhand des Nachweises von Entzündung wurden die MS-Läsionen als aktiv oder inaktiv 
eingestuft. Es wurden 21 ZNS-Regionen der 9 MS-Patienten und 16 Regionen der Kontrollen 
untersucht. In 11 der 21 Regionen fand man eindeutig 3-NT-Immunreaktivität. In 10 dieser 11 
Regionen fand sich aufgrund der Entzündung außerdem eine erhöhte Zellzahl. Es waren 
folgende Regionen betroffen: 
Parenchymale, perivenuläre und meningeale Bereiche in den aktiv demyelinisierenden MS-
Läsionen, wobei die 3-NT-Immunreaktivität hauptsächlich intrazellulär und teilweise in der 
Extrazellulärmatrix der weißen Substanz nachgewiesen werden konnte. Die meisten 3-NT-
positiven–Zellen in den entzündeten MS-Regionen waren mononukleäre Zellen,  wovon 
wiederum die meisten Makrophagen waren. Aber auch Zellen, die nicht am 
Entzündungsprozess beteiligt sind, waren 3-NT-positiv, z.B. Astrozyten. 
Auch bei drei der fünf Kontrollen fand sich 3-NT-Immunreaktivität, allerdings in anderen 
Bereichen als bei den MS-Patienten. Hier waren nur die Regionen um kleine Blutgefäße 
positiv. Dies ist wahrscheinlich auf Arteriosklerose der kleinen Blutgefäße zurückzuführen. 
 
Zu b)  
Fluometrische Bestimmung von Nitrat und Nitrit im Liquor von 30 MS-Pat. und 48 
Kontrollen, 43 davon mit nicht entzündlichen anderen neurologischen Erkrankungen ( non-
inflammatory other neurologic disorders (NIOND)). Die durchschnittliche Nitrat-
Konzentration im Liquor  der NIOND-Gruppe betrug    3,012,13 µM. Drei der 43 NIOND-
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Patienten hatten Liquor-Nitrat-Konzentrationen, die höher als zwei Standard-Deviationen 
lagen. Interessanterweise hatte die Lumbalpunktion bei zwei davon nur wenige Stunden nach 
einem epileptischen Anfall stattgefunden ( evtl. Bildung von ONOO- bei Epilepsie).     
Bei den 5 Patienten der Kontrollgruppe mit bekannten inflammatorischen Erkrankungen 
(Encephalitis , ZNS-Vaskulitis u.a.) fanden sich die höchsten Nitrat-Werte innerhalb der 
Kontrollgruppe ( 4,58 ± 3,00 µM). 
Die MS-Patienten wurden ohne Kenntnis der Nitrat-Konzentration in drei Gruppen unterteilt:  
1) stabil 
2) klinischer Rückfall 
3) chronisch progressiv 
 wobei die Patienten der Gruppe 2 die höchsten Nitrat-Werte hatten. Der Mittelwert war stark 
erhöht gegenüber der NIOND-Gruppe (6,12 ± 6,57 vs. 3,01 ± 2,13 µM ). Bei den 12 stabilen 
Patienten fanden sich keine erhöhten Nitrat-Werte (2,51 ± 2,45 µM). Auch bei der dritten 
Patienten-Gruppe  waren die Nitrat-Werte nicht erhöht (1,33± 0,96 µM). 
 
Die Nitrit-Werte unterschieden sich bei MS-Patienten und Kontroll-Gruppe nicht  (0,65  ± 
1,06 µM für beide Gruppen). 
 
Beide Untersuchungsmethoden (3-NT- und Nitratbestimmung) weisen auf erhöhte 
Peroxynitritbildung bei MS hin, und zwar korrelierend mit dem Aktivitätsstand der Krankheit. 
Auch andere Arbeitsgruppen fanden eine erhöhte iNOS-Expression im MS-Gewebe ( Bo et al. 
(14), Brosnan et al. (15)). Im Tierexperiment konnte bei Mäusen mit experimenteller 
allergischer Enzephalitis (EAE, Tiermodell für MS) eine  erhöhte NO-Produktion 
nachgewiesen werden. Auch hier fand man die höchsten Werte während der akuten Form von 
EAE. 
Die Bildung von Peroxynitrit scheint also tatsächlich eine Rolle in der Pathogenese von MS 
zu spielen. Möglicherweise werden Myelin und die Oligodendroglia   durch 
Entzündungsmediatoren und Entzündungszellen geschädigt, und zwar über ONOO- als 
Vermittler. Es könnte durch ONOO- zur Peroxydation von Myelin sowie zur Zerstörung der 
Oligodendroglia durch Hemmung von Atmungskettenenzymen , Nitrosylierung von 
Proteinen, Zerstörung von DNA durch Fragmentierung und Zerstörung von Lipiden durch 
Peroxydation kommen. Da Myelin sehr reich an ungesättigten Fettsäuren ist, ist es sehr 
empfindlich für Lipidperoxidation. 
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Eine andere These zur Rolle von Peroxynitrit bei MS begründet sich auf dem hauptsächlichen 
Vorkommen von 3-NT in Entzündungszellen. Hier wird ONOO- eine protektive Rolle 
zugeteilt, mit der Idee, dass die ONOO--Generierung innerhalb der Entzündungszellen zu 
Apoptose und somit zur Remission führen könnte. 
 
 
 
1.2.4  Entzündungen 
Um den Einfluss von Peroxynitrit im Rahmen von Entzündungen (z.B. Meningitis) zu 
untersuchen, wurden in einem Modell Ratten durch intrazisternale Pneumokokken-Injektion 
mit Meningitis infiziert (Kastenbauer et al., (16)). Später wurde bei diesen Ratten 
immunhistochemisch die Anwesenheit von  3-NT als Marker für Peroxynitrit bestimmt. 
Trotz der antibiotischen Therapie ist die bakterielle Meningitis immer noch eine ernste 
Erkrankung mit Mortalitätsraten bis zu 20 %. Zu den Komplikationen zählen Hirnödem und 
erhöhter intrakranieller Druck. Bereits in anderen Studien von Koedel et al. (17,18) sowie 
Buster et al. (19) konnten „reactive oxygen species“ (ROS) und NO in der Pathogenese der 
bakteriellen Meningitis nachgewiesen werden. Diese beiden können miteinander zu ONOO- 
reagieren und das Gewebe schädigen. Als Nachweis von Peroxynitrit wurde in dieser Studie 
die immunhistochemische Detektion von 3-NT durch Antikörper verwendet. Außer der 
Detektion von 3-NT wurden der intrakranielle Druck (ICP), der mittlere arterielle Blutdruck 
(MABP), die Zellzahl im Liquor, die Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke (durch 
intravenöse Applikation  von Evans-blue sichtbar gemacht)  sowie die Temperatur gemessen. 
Zur Überprüfung der pathophysiologischen Rolle von ONOO-  wurde ein Teil der Ratten mit 
Harnsäure behandelt, welche einen Radikalfänger darstellt.  Später wurden dann die 
gemessenen Parameter bei nichtinfizierten, bei infizierten ohne Harnsäurebehandlung und bei 
infizierten mit Harnsäure behandelten Ratten verglichen. 
Bei den Messungen erhielt man folgende Ergebnisse: 
 
Nicht-infizierte Ratten:                            
                                                                ICP:   1,4 ± 0,9 mmHg 
                                                           MABP:   118 ± 9 mmHg 
                                                  CSF- Zellen :   150 ± 178 Zellen/ µL 
                Evans blue-Konzentration im CSF:  0,2 ± 0,2 µg / mL 
                                                     Temperatur:    36,9°C ± 0,1 °C                       
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Infizierte Ratten ohne Harnsäurebehandlung:    
                                                                ICP:    21,6 ±  9,3 mm Hg 
                                                           MABP:   63 ± 24 mm Hg 
                                                    CSF-Zellen: 5776 ± 1790 Zellen / µL 
                Evans blue-Konzentration im CSF:  9,7 ± 6,4 µg / mL 
                                                     Temperatur:  38,1°C ± 0,4°C 
 
Infizierte Ratten mit Harnsäurebehandlung: 
                                                                ICP:  7,2 ± 1,6 mm Hg 
                                                           MABP:  72 ± 22 mm Hg 
                                                    CSF-Zellen:  2004 ± 904 Zellen / µL 
               Evans blue-Konzentration im CSF:   1,1 ± 1,0 µg / mL 
                                                    Temperatur:  37,1°C ± 0,5°C 
 
Zum immunhistochemischen Nachweis von 3-NT wurden Hirnschnitte mit Anti-3-NT-
Antikörpern inkubiert. Immunreaktivität fand sich hauptsächlich in den Leptomeningen, um 
die meningealen Blutgefäße, im angrenzenden Parenchym sowie um die Entzündungszellen 
im Subarachnoidalraum. Die Immunreaktivität konnte durch Harnsäurebehandlung 
beträchtlich reduziert werden. Die Durchlässigkeit der Blut-Hirn-Schranke war ebenfalls in 
den Meningen am Höchsten und mit der 3-NT-Immunreaktivität kolokalisiert. Auch sie 
konnte durch Harnsäure reduziert werden. Bei den Kontrollen fand sich keine 3-NT-
Immunreaktivität und keine Evans blue-Fluoreszenz. Aus der Lokalisation der 3-NT-
Immunreaktivität läßt sich schließen, dass die wahrscheinlichste Quelle für   ROS und NO 
Entzündungszellen wie polymorphonukleäre Leukozyten ( PMNL) und  evtl. Glatte-Muskel- 
oder Endothelzellen sind. Durch die Entzündung über Zytokine und Interleukine etc. 
vermittelt wird wahrscheinlich die iNOS induziert. Wie am Anfang schon beschrieben, ist 
evtl. auch die eNOS unter bestimmten Bedingungen induzierbar. Dies scheint hier ebenfalls 
der Fall zu sein.  
Die Abschwächung aller Krankheitszeichen sowie der Immunreaktivität von 3-NT durch 
Harnsäurebehandlung zeigt, dass definitiv Peroxynitrit für die toxischen Effekte in der 
Pathogenese der bakteriellen Meningitis verantwortlich ist. Es konnte nämlich gezeigt 
werden, dass Harnsäure lediglich als Radikalfänger für ONOO- wirkt und sich nicht auf die 
NO-Produktion auswirkt. Das beweist, dass die toxischen Effekte nicht von NO direkt 
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ausgehen, sondern dass dieses erst mit O2-•  zu ONOO- reagieren muss, um seine toxische 
Wirkung zu entfalten.  
Der Blutdruckabfall der infizierten Ratten mag auf die vermehrte Bildung von NO 
zurückzuführen sein, da NO als sog. EDRF zur Relaxation der glatten Muskulatur der 
Arteriolen und so zur Verminderung des peripheren Widerstands führt. 
Diese Ergebnisse lassen sich auch auf andere Entzündungen übertragen. Es scheint, als ob 
man generell die gewebsschädigende Wirkung von Entzündungen durch Radikalfänger 
abschwächen bzw. durch die rechtzeitiger Applikation verhindern könnte. 
 
 
 
1.2.5  Ischämie/ Reperfusion 
Dawson et al.(1,2) zeigten im Tierversuch , dass auch bei Ischämie/Reperfusions-Schäden 
Peroxynitritbildung involviert ist. Der Pathomechanismus, den man sich dabei vorstellt, soll 
kurz erläutert werden: 
In Rahmen der Ischämie bzw. des O2-Mangels kommt es zu einem Elektronenstau innerhalb 
der mitochondrialen Atmungskettenenzyme. Nach Reperfusion kommt es dadurch zur 
Bildung von O2-•.  
Desweiteren kommt es bei der Ischämie zu einer Erniedrigung des pO2. Dies führt wiederum 
durch Verstärkung der anaeroben Glykolyse zu einer Erhöhung des Laktats und damit 
Senkung des pH-Wertes. Durch den erniedrigten pH-Wert kommt es zur Depolarisation von 
Zellen und Freisetzung von Glutamat. Glutamat bindet dann an den NMDA-Rezeptor (von 
NOS-positiven Zellen), wodurch es zum Einstrom von Ca2+- in die Zellen kommt. Durch die 
erhöhten Ca2+- Spiegel wird nun die NOS aktiviert und bildet NO, welches mit dem ebenfalls 
entstandenen O2-• zu Peroxynitrit reagiert. Peroxynitrit übt nun seine oben schon beschriebene 
zellschädigende Wirkung aus.  
In Tierversuch wurde in diesem Fall die Arteria cerebri media  ligiert. 
Es konnte gezeigt werden, dass durch NOS-Inhibitoren, Arginin-Entzug oder MnSOD-
Zugabe dass Infarktvolumen drastisch verkleinert werden konnte. Peroxynitrit-vermittelte 
Ischämieschäden beziehen sich aber nicht nur auf das ZNS, sondern spielen auch bei Ischämie 
in anderen Geweben  (z.B. Herz (-Infarkt)) eine Rolle. 
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1.3 Methoden zur Messung von 3-Nitrotyrosin im Liquor 
 
Um die Rolle von Peroxynitrit und nitrosativem Stress auf verschiedene Krankheiten 
untersuchen zu können, mußte man zuerst einen stabilen Biomarker als Indikator finden, da 
NO und Peroxynitrit unstabil sind und schnell zerfallen. 
3-NT bat sich als solcher Marker an, da Tyrosin eine häufig vorkommende Aminosäure ist, 
sowohl in freier Form als auch in Proteinen gebunden. Durch seinen Phenol-Ring  bietet es 
sich als Ziel für ONOO- an und stellt nach seiner Nitrosylierung ein stabiles Produkt dar. 
In ersten Ansätzen wurde versucht, 3-NT durch eine Kombination von HPLC mit UV-
Detektion und immunochemischen Methoden zu bestimmen. Es stellte sich aber heraus, dass 
die UV-Detektion zwar sensitiv genug ist für Messungen von artefiziell hergestellten 
Lösungen, nicht aber für die Routinebestimmung von 3-NT in natürlichen 
Flüssigkeiten/Geweben. Auch der Nachweis von 3-NT mit Antikörpern  gestaltet sich 
schwierig, da die Spezifität der Antikörper sowie ihre Affinität einer hohen Variabilität 
unterliegen, wobei man sich bessere Ergebnisse durch Entwicklung eines monoklonalen 
Antikörpers erhofft. Ein weiterer Ansatz ist die Massenspektrometrie, die aber sehr teure und 
spezielle Ausrüstung erfordert und deshalb auch nicht für die Routinebestimmung geeignet 
ist. 
Die HPLC-ECD scheint die Methode der Wahl zu sein für die einfache, selektive und 
spezifische Bestimmung von 3-NT. Die Besonderheit der elektrochemischen Detektion ist, 
dass der zu analysierende Stoff bei der Detektion eine chemische Umwandlung erfährt. Nach 
Auftrennung der in der mobilen Phase gelösten Stoffe in der HPLC-Säule gelangen diese in 
den ECD. Der zu detektierende Stoff wird bei Kontakt mit der Elektrodenoberfläche ,der sog. 
„Arbeitselektrode“, reduziert oder oxidiert. Dabei entsteht ein Strom, dessen Stärke der 
Konzentration des Stoffes proportional ist. Phenolische Verbindungen eignen sich sehr gut für 
die elektrochemische Detektion, da sie bei einem günstigen Potential  ( 200 – 800 mV) 
oxidieren.  
Man kann die ECD grundsätzlich in zwei Formen einteilen: 
1) amperometrisch 
2) coulometrisch 
Die amperometrische Arbeitselektrode stellt eine aktivierte Elektrodenoberfläche dar, über die 
der Analyt sich bewegt. Bei Kontakt mit der Elektrodenoberfläche wird ein kleiner Anteil (ca.   
10 %) des Analyten umgewandelt (oxidiert oder reduziert). Diffusionslimitiert  kommt nur ein 
geringer Anteil des Analyten in Kontakt mit der Elektrodenoberfläche und kann so 
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umgewandelt werden. Hierdurch ist die Sensitivität bei Umwandlung von großen Mengen 
limitiert.    
Dieses Problem stellt sich bei coulometrischen Detektoren nicht. Der coulometrische Detektor 
ähnelt einem porösen Schwamm, durch den die Analyten mit hohem Druck gepresst werden. 
Durch die viel größere Oberfläche kann ein viel größerer Anteil des Analyten umgewandelt 
werden. Dadurch wird die Detektion extrem sensitiv und es können Stoffe schon im 
subpicomol-Bereich detektiert werden.  Durch Schaltung von mehreren Detektorzellen 
hintereinander, wobei die hintereinandergeschalteten Zellen jeweils ein höheres Oxidations-
Potential aufweisen, läßt sich eine noch höhere Selektivität erreichen. 
                                
 
                                                                                           AE 
                                                          
                                      
a)                                                                       b) 
Abb.4 :  a) amperometrische Arbeitselektrode     b) coulometrische Arbeitselektrode  AE=Arbeitselektrode      
 
Soviel zur generellen Messung von 3-Nitrotyrosin per HPLC-ECD. 
Als konkrete Beispiele sollen die Methoden nach Hensley et al. (20) und Toghi et al. (9,11) 
beschrieben werden. 
 
1.3.1  Hensley et al.(20): Messung von 3-NT im Liquor 
Liquoraufbereitung: der Liquor wurde nach Entnahme ( post mortem ) bei 1000 g   über    10 
min zentrifugiert und danach bis zur Verarbeitung  bei – 80 °C eingefroren. 
Vor der Verarbeitung wurde der Liquor mit einer frisch bereiteten Lösung , welche S. griseus-
Protease (Pronase) enthielt, enzymatisch hydrolysiert, um in Proteine gebundenes Tyrosin und 
seine Derivate freizusetzen. Die fertige Lösung enthielt 5mg Protein/ml und 1 mg Pronase/ml. 
Ähnliche Proben wurden ohne Pronase bereitet, um die ungebundenen Anteile zu 
untersuchen. 
Die Pronase-behandelten Proben wurden 18 h bei 50°C inkubiert und danach mit 10 
Volumen% von 60%tiger Trichloressigsäure behandelt und zehn Minuten bei 14000 g 
zentrifugiert. Die unbehandelten Proben wurden sofort mit Trichloressigsäure behandelt und 
zentrifugiert.  Der Überstand wurde entfernt und durch eine 0,4 µm Polyvinylidene-Difluorid-
                      
 
 
 
                 AE     
                                
 23
Membran gefiltert. Die Filtrate wurden bis zur Weiterverarbeitung  wieder bei –80°C 
eingefroren. 
Verwendete Säule:      TosoHaas ( Montgomery, PA,USA) ODS-80 TM C18 Reverse- 
                                    Phase-Säule. 4,6 x 250 mm, 5 µm particle size 
ECD:                               ESA( Chelmsford,MA)Modell 5600 CoulArray Instrument mit  
                                        acht in Reihe geschalteten Detektorzellen, die jeweils bei einem  
 bestimmten Potential arbeiten ( Zelle 1:180 mV, Zelle2: 
 240 mV, Zelle 3: 350 mV, Zelle 4: 600 mV, Zelle 5: 700 mV,  
 Zelle 6: 750 mV, Zelle 7: 830 mV, Zelle 8: 900 mV)   
 Die Arbeitselektrode bestand aus porösem Carbon (coulome- 
 trische Elektrode), Referenz- und Hilfselektrode aus Palladium 
Mobile Phase: Es wurde eine Zwei-Komponenten-Mobile-Phase verwendet,  
 bestehend aus den Komponenten A und B 
Komponente A: 50 mM NaOAC 
 50 mM Citrat 
 0% Methanol ( MeOH) 
 pH 3,1 
Komponente B: 50 mM NaOAC 
 50 mM Citrat 
  20% Methanol 
 pH 3,1 
Ein ansteigendes Elutions-Profil wurde benutzt, d.h. die mobile Phase wurde aus den  
Komponenten A und B wie folgt in wechselnder Mischung hergestellt. Die mobile Phase 
bestand zu Beginn nur aus Komponente A, wurde ansteigend immer mehr mit Komponente B 
vermischt, bis die mobile Phase abschließend nur noch aus Komponente B bestand: 
 
Elutions-Profil: 0-20 min, 0 % MeOH  (Komponente A) 
 20-30 min, linearer Anstieg auf 10 % MeOH  (Komponente A + B) 
 30-40 min, isokratisch 10 % MeOH 
 40-50 min, linearer Anstieg auf 15 % MeOH 
 50-60 min, isokratisch 15 % MeOH 
 60-70 min, linearer Anstieg auf 20 % MeOH 
 70-90 min, isokratisch 20 % MeOH 
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Es wurde ein automatisiertes Injektions-Protokol benutzt, bei dem jede Probe in eine „Drei-
Injektionen-Serie“  eingeschlossen war. Injektion 1 war eine Mischung aus Standards, 
Injektion 2 war die Probe selbst (60 µl) und Injektion 3 eine Mischung aus Standards und 
Probe. Die Komponenten der Standards waren den regionalen Konzentrationen in den 
Gewebeproben angeglichen. 
Peak-Zuordnung und Quantifizierung wurden im Blind-Verfahren durchgeführt (zuordnende 
Person war blind gegenüber der Probenidentität). 
 
Hensley et al.(20) berichten auch von einer alternativen Strategie für die elektrochemische 
Detektion von 3-NT. Hierbei wird 3-NT vor Eintritt in die Säule zu 3-Aminotyrosin (3-AT) 
reduziert, z.B. mit Sodium Hydrosulfit. 3-AT  ist leichter oxidierbar als 3-NT und ist dadurch 
auch einfacher detektierbar. Probleme ergeben sich aber durch Ineffektivitäten bei der 
Umwandlung von 3-NT in 3-AT (aus kinetischen Gründen und wegen der Reversiblität der 
Reaktion können maximal 30% des 3-NT zu 3-AT umgewandelt werden), durch die 
Instabilität des 3-Aminotyrosins und durch schlechte Retention in der Reverse-Phase-Säule. 
In einer interessanten Variante  wird die Umwandlung vom 3-NT in 3-AT dadurch katalysiert, 
dass die Probe einen mit Ascorbat behandelten Platinfilter passiert, welcher zwischen  Säule 
und elektrochemischen Detektor geschaltet ist. 3-NT wird also nach Passieren der Säule und 
vor Eintritt in den ECD zu 3-AT umgewandelt. Durch diese „on-line“-Reduktion können viele 
der herkömmlichen Schwierigkeiten der Aminotyrosin-Detektion umgangen werden. Man 
umgeht zum Einen das Problem der schlechten Retention von 3-AT in der Reverse-Phase 
Säule, da nicht 3-AT, sondern 3-NT die Säule passiert. Zum Anderen verkürzt sich die Zeit 
von der Entstehung des 3-AT bis zu seiner Detektion, was im Hinblick auf seine Instabilität 
wichtig ist. Es wird die ultrasensitive Bestimmung von Protein-Nitrosylierungs-Produkten 
möglich(21).    
 
1.3.2   Toghi et al.(9,11): Bestimmung von 3-Nitrotyrosin im Liquor 
Die Liquorproben wurden zwischen 9 und 10 Uhr morgens entnommen und bis zur 
Weiterverarbeitung bei –80°C eingefroren. 
Weiteres Vorgehen: 400 µl der Probe wurden mit 18 µl  9,4N-Perchlorsäure gemischt und bei 
15000 g zehn Minuten zentrifugiert. 80µl des Überstands wurde der HPLC-ECD zugeführt.  
Verwendete Säule:       MCM C18 Reverse-Phase-Säule 4,6 x 250 mm, 5µm particle 
                                     Size, MC Medical,Tokio                                                                                            
ECD:                            Coulochem II  Model 5200, ESA, Bedford, MA 
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Elektroden-Potential:   guard cell: 0,75 V 
                                     Detektor 1: 0,55 V  
                                     Detektor 2: 0,7  V 
Mobile Phase:             20 mM Sodium Dihydrogen Phosphat ( pH 2,7) 
                                    Phosphorsäure-Methanol (92: 8, v/v)        
Flow rate:                    1,0 ml / min 
Temperatur:                 30 °C 
 
Die Detektions-Grenze lag bei 0,2 nM für 3-Nitrotyrosin und 0,1 nM für Tyrosin. 
 
 
 
1.4  Fazit 
Wie aus der Einleitung hervorgeht, gibt es mehrere antioxidative Schutzmechanismen, die die 
Bildung von reaktiven O2--Spezies (ROS), Peroxynitrit und organischen Radikalen 
herabsetzen können. 
Dazu gehören  
1) die Superoxiddismutasen. Sie sind für die Umwandlung von O2-• zu H2O2  
verantwortlich. Es gibt drei Formen der SOD, die zytosolische Cu/ZnSOD, die 
extrazelluläre Cu/ZnSOD und die mitochondriale MnSOD, welche für diese Arbeit 
von besonderer Bedeutung ist. Die MnSOD befindet sich verstärkt in NO-
produzierenden Zellregionen. 
2) die Selen-abhängige Glutathionperoxidase (GPX). Sie reduziert H2O2 zu H2O und 
O2 und entfernt so H2O2 aus dem intrazellullären Raum. Die membrangebundene 
Phospholipid-Hydroxyperoxid-Glutathionperoxidase (PHGPX) entgiftet und 
entfernt ausserdem Lipidhydroperoxide. 
 
Sind diese Enzyme vermindert, kommt es zur Anhäufung der oben genannten reaktiven  
O2- -Spezies. 
 
Weiter kann es bei Mangel an bestimmten (Ko-)Faktoren sowie bei Entzündungen zur 
vermehrten Bildung von ROS, Peroxynitrit und organischen Radikalen kommen. 
Zu nennen wäre Tetrahydrobiopterin (BH4), welches als Kofaktor der NOS fungiert. 
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Da die NOS als Dimer vorliegt, kann der Mangel an BH4 dazu führen, dass eine Hälfte der 
NOS, welcher genügend BH4 vorliegt, NO produziert. Weil innerhalb der  anderen Hälfte des 
NOS-Dimers BH4 fehlt, kann dieses O2-•  produzieren.  
Die beiden an einem Syntheseort entstandenen Produkte NO und O2-• können nun zu ONOO- 
reagieren. 
 
Die Rolle der oben beschriebenen Faktoren auf die Bildung von Peroxynitrit und 3-NT sei in 
einer Grafik verdeutlicht: 
 
                                                                         MnSOD                Se-GPX 
                                                           O2-•                                         H2O2                            H2O + O2 
                    BH4                                      
                                      
      Entzündung               NO  
                                         
 
 
 
                                                       ONOO-                  
                                                                           3-NT              
 
Abb. 5: Beeinflussende Faktoren bei der Entstehung von ONOO-.  
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2.   Zielsetzung   
 
Ziel dieser Arbeit war es, bei Kindern mit neurologischen Anomalien den Einfluss von 
nitrosativem Stress nachzuweisen. 
Wie oben beschrieben ist schon seit Längerem eine Korrelation zwischen neurologischen 
Veränderungen und dem Vorliegen erhöhter oxidativer und/oder nitrosativer Stressparameter 
bekannt. 
Durch Reaktion von O2-• und NO entsteht zytotoxisches ONOO-. 
 
Die zu untersuchenden Patienten wurden aufgrund ihrer Erkrankungen in folgende Gruppen 
unterteilt: 
1) Patienten mit entzündlichen Veränderungen mit iNOS-Induktion: 
Multiple Sklerose (drei erwachsene Patienten), Enzephalitis (vier Kinder). 
     Bei diesen Patienten wurde eine erhöhte Produktion von NO vermutet. 
 
2) Kinder mit Kleinhirnstrukturveränderungen assoziiert mit erhöhtem 
Malondialdehyd (MDA) und  MnSOD-Mangel (zehn Patienten). 
Hier wurde eine erhöhte Produktion von O2-• vermutet. 
 
3) Kinder mit Selenmangel. (zwei Patienten) 
Durch verminderte Enzymaktivität der Selen-abhängigen GPX wurde eine 
Anhäufung von O2-• und H2O2 vermutet. 
 
4) Kinder, die unter dem Rett-Syndrom leiden  (zwei Patienten). 
 
5)   Kinder mit Mitochondropathien (drei Patienten). 
Hier wurde eine erhöhte Produktion von O2-• vermutet 
 
6) Kinder mit BH4-Mangel als Folge von BH4-Synthesestörungen, die zu übermäßiger 
ONOO- -Bildung führen (elf Patienten). 
 
7)  Mischgruppe (acht Patienten) 
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Mehrere Kinder mit einer diagnostisch erforderlichen Lumbalpunktion und normalen 
Ergebnissen der Basisuntersuchung sowie Patienten mit Folat-Transportstörungen dienten als 
Kontrollkollektiv. 
Als Untersuchungsmethode sollte die Bestimmung von 3-NT als Indikator für die Bildung 
von ONOO- im Liquor des Patienten- und Kontrollkollektivs mit HPLC und ECD dienen. 
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3. Materialien und Methoden 
 
 
3.1 Patienten- und Kontrollkollektiv 
 
Patienten  Diagnose   Besonderheiten 
 
Gruppe 1: Entzündliche Veränderungen mit iNOS-Induktion  
                  MS, Enzephalitis 
 
Patient 1  Multiple Sklerose  vor Therapie 
Patient 2  Multiple Sklerose  vor Therapie 
Patient 3  Multiple Sklerose  vor Therapie 
Patient 4  Postinfektiöse Varizellenvaskulitis 
Patient 5  Lupus Pachymeningitis 
Patient 6 Lupus Zerebritis und Vaskulitis sekundär nach Epstein-Barr-Virus-
Infektion 
Patient 7  Sneddon-Syndrom 
  
Gruppe 2 : Kleinhirnstrukturveränderungen assoziiert mit MDA-Erhöhung und 
                    MnSOD-Mangel 
                             
Patient 8 Ataxie und Retardierung Niedrige MnSOD2 und Mn-Mangel 
Patient 9   Ataxie und Retardierung Niedrige MnSOD2 und Mn-Mangel 
Patient 10  Ataxie und Retardierung Niedrige MnSOD2 und Mn-Mangel 
Patient 11 Ataxie und Retardierung Niedrige MnSOD2 und Mn-Mangel 
Patient 12 Ataxie und Retardierung Niedrige MnSOD2 und Mn-Mangel 
Patient 13      Pontocerebelläre Hypo- MnSOD2-Transkriptionsstörung mit 
                                 plasie (PCH) Typ II            leicht erniedrigter MnSOD2-Aktivität     
Patient 14  PCH Typ II   wie Pat. 13 
Patient 15  Ohtahara Syndrom  MnSOD2-Mangel 
Patient 16  Alper’s Syndrom  Mn-Mangel 
Patient 17  COACH Syndrome  Mn-Mangel 
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Gruppe 3: Kinder mit Selenmangel: 
 
Patient 18 Idiopathisches West Syndrom  Selenmangel 
Patient 19                   Alper’sche Krankheit                         Selen- und Manganmangel 
 
Gruppe 4 : Kinder mit Rett-Syndrom 
 
Patient 20  Rett-Syndrom    
Patient 21  Rett-Syndrom    
 
Gruppe 5 : Mitochondriopathien   
 
Patient 22 Komplex I Myopathie vor und nach Antioxidantien-Therapie  
und Leukenzephalopathie  
Patient 23 Komplex III Myopathie Mn-Mangel und Liquor-Folatemangel  
und Epilepsie 
Patient 24 Komplex I und IV-Mangel 
 Myopathie 
 
Gruppe 6 : Übermäßige ONOO--Bildung bei BH4-Mangel 
Niedrige Neopterin- und Biopterinwerte assoziiert mit Großhirn-, Hirnstamm- und 
Kleinhirnatrophie 
Patient 25                   Dystonie und  mentale  sekundärer durch γ-Interferonmangel  
                                   Retardierung                      induzierter GTP-Zyklohydrolasemangel  
 mit niedriger Neopterin- und Biopterin-
konzentration  
Patient 26  Idem wie Pat.25  Verdacht auf GTP-Zyklohydrolasemangel  
 
BH4-Synthesestörungen : 
Patient 27                       6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel 
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Patient 28 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel  
Patient 29 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel 
Patient 30 Dihydropteridin-Reductasemangel 
Patient 31 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel 
Patient 32 Dihydropteridin-Reduktasemangel 
Patient 33 Dihydropteridin-Reduktasemangel 
Patient 34 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel 
Patient 35  6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-Synthasemangel   
     
 
Gruppe 7: Mischgruppe  
 
Patient 36  Infantiler Parkinsonismus nach intrauteriner CO-Intoxikation. 
Patient 37 Spasmus nutans  
Patient 38 Joubert Syndrome 
Patient 39 Tryptophan-Hydroxylasemangel 
Patient 40 Tryptophan-Hydroxylasemangel 
Patient 41 Tyrosin-Hydroxylasemangel 
Patient 42 Friedreich’s Ataxie 
Patient 43 Ataxia Telangiectasia 
 
 
 
Kontrollgruppe : 
 
Kontrolle 1 Ataxie und Liquor-Folatmangel im Liquor ( Serum-Folate normal) 
Kontrolle 2    Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 3 Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 4 Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 5 Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 6 Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 7 Ataxie und Liquor-Folatmangel 
Kontrolle 8    Autismus und Ataxie und Folatmangel 
Kontrolle 9  Ataxie und Epilepsie und Folatmangel 
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Kontrolle 10 keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 11 keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 12  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 13  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 14  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 15  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 16  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 17  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
Kontrolle 18  keine weiteren Erkrankungen bekannt 
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3.2 Materialien 
 
3.2.1 Geräte und Einstellungen 
In der vorliegenden Arbeit wurden Liquor-Proben per HPLC und elektrochemischer 
Detektion auf 3-Nitrotyrosin untersucht. Die dafür verwendeten Geräte bestanden aus einer 
HPLC-Anlage der Firma Hewlett-Packard, Modell 1100-Serie mit quaternärer Pumpe und 
Vakuum-Degaser. 
(Die weiteren Angaben gelten für einen Großteil der Messungen und sind, falls nicht anders 
erwähnt, als gegeben anzunehmen.) 
Als Säule wurde eine  C18 Reverse-Phase-Säule Inertsil ODS-2,   2,1 x 50 mm, 5 µm particle 
size, 150 Å benutzt. Die ECD-Anlage stammte von der  Firma Antec. Es handelte sich um das 
Model Decade. Hier wurden eine Reaktor-Zelle (mit einer Glas-Carbon-Arbeitselektrode und 
Hy-Referenzelektrode) und eine Detektorzelle (Modell VT-03 mit einer 3-mm Glass-Carbon-
Arbeitselektrode und ISAAC-Referenzelektrode) verwendet. Das Potential der Zellen wurde 
auf – 840 mV für die Reaktor- und + 600 mV für die Detektorzelle gesetzt. Die Säule sowie 
Reaktor- und Detektorzelle befanden sich bei dieser Messanordnung in einer gemeinsamen  
„Kammer“, die einem Faradayschen Käfig entsprach. Die Temperatur in dieser Kammer 
betrug 30°C, so dass alle Messungen bei 30°C durchgeführt wurden. 
Die Einstellungen des ECD-Detektors wurden so gewählt, dass die Messungen im nano-
Ampère(nA)-Range durchgeführt wurden, genauer  bei 2 nA, das heißt, dass der Stromfluss in 
einem Bereich von 2 nA aufgezeichnet und der weiteren Datenverarbeitung zugeführt wurde.  
Als Einspritzventil wurde zu Beginn der Messungen ein Rheodyne-Ventil mit einer 20 µl- 
Injektions-Schleife , später eines mit einer 10 µl Injektions-Schleife verwendet. 
Die Flussrate betrug bei den Messungen 0,1 ml/min. 
Die mobile Phase setzte sich zusammen aus 50 mM H3PO4, 50 mM Citrat, 40 mg/l EDTA, 
100 mg/l NaCl, 100 mg/l Octansulfonsäure sowie Methanol, dessen Konzentration ebenso wie 
der pH-Wert variiert wurde.  
Desweiteren wurden zur Datenaufnahme und –umwandlung ein Analog-Digitalwandler der 
Firma Agilent, Modell Interface 35900 E  sowie ein Rechner der Firma Hewlett-Packard 
verwendet. 
Zum Einspritzen der Proben wurde ein 25 µl Hamilton-Glasspritze verwendet. 
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3.2.2  Reinigung der Geräte und Arbeitsflächen  
Das gesamte System, vom Pufferbehältnis über Schläuche, Pumpe, Kapillaren und Zellen 
wurde alle zwei bis drei Wochen mit 70% Ethanol (in Millipore-Wasser gelöst) durchspült, 
um einer etwaigen Bakterienbildung vorzubeugen. Dabei wurde der Fluss auf 0,25 ml/min 
gesetzt. Es wurde drei Stunden mit Ethanol/Wasser gespült, während dieser Zeit waren die 
Zellen ausgeschaltet. Anschliessend wurde das gesamte System noch einmal für eine Stunde 
mit Millipore-Wasser gespült, um Reste von Ethanol zu beseitigen. Danach wurde das System 
eine halbe Stunde lang mit Puffer gespült, damit sich die Zellen komplett mit diesem füllten, 
bevor sie wieder eingeschaltet wurden. Der Fluss wurde dann wieder auf 0,1 ml/min 
zurückgesetzt. 
Wenn sich eine verminderte Sensitivität bemerkbar machte, wurden die Zellen ausgeschaltet, 
auseinander gebaut und die Arbeitselektroden mit einen Ethanol- oder Azeton-getränkten 
Tuch abgewischt. Dies geschah, da sich auf den Arbeitselektroden, welche normalerweise 
eine spiegelnde Oberfläche aufwiesen, nach  Messung von vielen Proben eine Art Film 
bildete, der durch Abreiben der Elektroden beseitigt werden konnte.  
Die Spritze, welche zum Einspritzen der Probe verwendet wurde, wurde nach jedem 
Einspritzen  gereinigt, indem sie mit Millipore-Wasser gespült wurde. 
Am Ende jedes Arbeitstages wurden alle Arbeitsflächen mit Bacillol-Flächenreinigungsmittel 
gesäubert. Die Spritze wurde zur Desinfektion jeden Abend mit Propanol gereinigt. Nach 
einer Einwirkzeit von fünf Minuten wurde sie gründlich mit Wasser gespült, so dass keine 
Rückstände von Propanol blieben. 
 
 
3.2.3   Verwendete Chemikalien 
Der 3-Nitrotyrosin-Standard stammte von der Firma Sigma. Die für die mobile Phase 
verwendeten Chemikalien stammten von: 
Citrat: Merck    EDTA: Merck         NaCl: Merck        Octansulfonsäure: Merck         H3PO4: 
Merck   Na-Azid: Merck    Propanol: Baker    Methanol: Baker 
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3.3 Methoden 
 
3.3.1 Vorbehandlung der Proben 
Es wurden Liquorproben von Kindern im Alter zwischen 0 und 21 Jahren untersucht, 
ausserdem einige Liquorproben von MS-Patienten im Erwachsenenalter. 
Soweit es sich bei den Liquorproben um Proben der Kinderklinik der RWTH-Aachen 
handelte, wurden diese zwischen 9 und 10 Uhr morgens per Lumbalpunktion entnommen. 
Die zu untersuchenden Liquorproben wurden jeweils in sterilen Cryo-Röhrchen in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und bei – 80°C aufbewahrt.  
Die weitere Aufbereitung der Proben bestand darin, den Liquor einer Ultrafiltration zu 
unterziehen. Hierzu wurden Membranfilter  der Firma Millipore vom Typ YM 3000 
verwendet. Der Zweck dieser Filtration bestand darin, durch Zentrifugation alle Proteine mit 
einer Grösse über 3000 Da aus den Proben zu entfernen, da diese Proteine sich auf der HPLC-
Säule ablagern und diese verschmutzen können. 
Der Filtration der Liquorproben vorrausgehend mussten die Filtermembranen mehrmals mit 
Millipore-Wasser gespült und ca. 20 Minuten  mit diesem zentrifugiert werden, um Reste von 
Glycerin, das während der Lagerung der Membranen zur Feuchthaltung dieser diente, zu 
entfernen. Das sich nach der Zentrifugation noch im Überstand befindliche Wasser wurde 
verworfen und die Membran mit einen fuselfreien Tuch getrocknet. Nach dieser Prozedur 
wurden 500 µl Liquor in die Filter pipettiert. Zum Auffangen der gefilterten Proben dienten 
von der Firma Millipore mitgelieferte Auffangröhrchen, auf die der Filter aufgesteckt wurde. 
In dieser Anordnung wurden die Proben in einer Zentrifuge der Marke Heraeus Christ, 
Modell Labofuge GL bei 3500 U/min  3-4 Stunden zentrifugiert. Der gefilterte Liquor wurde 
anschliessend in sterile Cryo-Röhrchen abpipettiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und bis zur Messung bei –80°C aufbewahrt. 
Hieraus ergibt sich natürlich, dass bei den Messungen allein die freien Aminosäuren bzw. nur 
das freie 3-Nitrotyrosin bestimmt wurde. 
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3.3.2 Methode: Elektrochemischer Nachweis von 3-NT 
Da die Methode der elektrochemischen Detektion von 3-Nitrotyrosin im Liquor per HPLC 
noch nicht sehr verbreitet ist, stellte sich diese Arbeit weitgehend als Methodenetablierung 
dar.  
Aufbauend auf den Erkenntnissen der vorbereitenden Experimente wurden die optimalen 
Einstellungen der Geräte wie oben angegeben gewählt. 
Um sicher zu gehen, dass die detektierte Substanz tatsächlich 3-Nitrotyrosin war, wurde an 
jedem Messtag zuerst  artifizielles 3-Nitrotyrosin, in Puffer gelöst, gemessen. Dies geschah 
einerseits, um die genaue Retentionszeit beim verwendeten Puffer mit festgesetzten pH-Wert 
zu bestimmen, andererseits  zur Eichung. Es wurde immer dieselbe Menge von 3-Nitrotyrosin 
injeziert (10 nM). Aus der sich ergebenden Peakfläche konnte man so auf die Konzentration 
von 3-NT in der Liquorprobe rückschließen, indem man die Peakfläche des gefunden Peaks 
mit der Peakfläche des Standardnitrotyrosins verglich. Die Identifizierung von 3-Nitrotyrosin 
geschah über den Vergleich der Retentionszeit von dem im Liquor gefundenen Peak mit der 
Retentionszeit des vorher gemessenen Standard-3-Nitrotyrosin. Um auszuschliessen, dass sich 
die Retentionszeit von 3-NT im Liquor nicht anders verhält als im Puffer, wurde die 
Liquorprobe des Patienten zweimal gemessen: 
Einmal wurde der Liquor ohne Zusatz gemessen, ein weiteres Mal wurde der Probe eine 
festgesetzte Konzentration von 3-Nitrotyrosin (ebenfalls 10 nM) zugegeben. Zu diesem 
Zweck wurden 27 µl der Liquorprobe mit 3 µl einer 100 nM 3-Nitrotyrosin-Verdünnung 
versetzt, so dass die Probe 9 : 10 verdünnt war und eine 3-NT-Konzentration von 10 nM 
enthielt. 
Fand sich in der Probe ein Peak, der in der Retentionszeit mit der des  Standard-Nitrotyrosins 
und der des der Probe zugesetzten Nitrotyrosins übereinstimmte, so wurde im Puffersystem 
eine pH-Verschiebung vorgenommen.  
Bei der pH-Änderung verhält es sich so, dass sich die Retentionszeiten  der verschiedenen, im 
Liquor vorhandenen Substanzen, ebenso wie die von 3-NT, verschieben. Verschiebt sich die 
Retentionzeit vom Standard-3-NT beispielsweise um 3 Minuten nach hinten, so muss sich die 
Retentionszeit des im Liquor detektierten 3-NT, falls es denn 3-NT sei, um genau dieselbe 
Zeit verschieben. So kann also eine Identifizierung von 3-NT in der Probe stattfinden.  Bei 
verschiedenen pH-Werten müssen Standard-3-NT-Peak und in der Probe gefundener Peak 
immer dieselbe Retentionszeit aufweisen. Findet sich der als 3-NT ausgemachte Peak bei 
einem anderen pH-Wert an einer anderen Stelle wieder als der Standard-3-NT-Peak, so muss 
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es sich bei dem detektierten Peak um eine Fremdsubstanz handeln. Zusätzliche Sicherheit 
gewinnt man durch den der Probe zugesetzten internen 3-NT-Standard.   
Daher wurden die Patienten-Proben jeweils ohne Zusatz und mit internem Standard bei 
verschiedenen pH-Werten gemessen. 
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4. Experimente und Ergebnisse 
 
 
4.1 Vorbereitende Experimente 
 
4.1.1  Qualitätsnachweis des Gerätes anhand von  Noradrenalin 
Zu Beginn der Arbeit wurde zum Qualitätsnachweis des elektrochemischen Detektors eine 
Standardsubstanz detektiert. Dazu wurde Noradrenalin (NA) verwendet. Die Messungen 
wurden ohne Reaktorzelle vorgenommen, da diese nur zur Detektion von bestimmten, schwer 
zu oxidierenden Substanzen wie Nitrotyrosin eingesetzt wird.  Hierbei wurde anhand der von 
der Firma Antec mitgelieferten „Application Sheets“ vorgegangen, d.h. Puffer und 
Potentialeinstellungen wurden wie angegeben eingestellt. NA wurde mit einer Konzentration 
von 1, 0,5 und 0,25 nmol/l eingespritzt. 
 
Konzentration NA in nM Peakfläche (arbitraty units) 
1,0 783 
1,0 799 
0,5 399 
0,25 204 
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Tabelle und Chromatogramm zeigen, dass die elektrochemische Detektion im nanomolären 
Konzentrationsbereich linear ist. Die Konzentrationsbestimmung mit der Dektorzelle scheint 
verlässlich und reproduzierbar. 
 
 
4.1.2  Optimalisieren des Zellen-Potentials für die Bestimmung von 3-Nitrotyrosin durch ein 
Voltammogramm 
Das optimale Oxidationspotential für eine Substanz ist das Potential, bei dem der 
Hintergrundstrom im Verhältnis zur Fläche des Peaks der Substanz relativ klein ist. 
Um festzustellen, welches Oxidationspotential für 3-Nitrotyrosin das optimale ist, wurde ein 
Voltammogram erstellt. 
Hierbei wurde das Potential von 950 mV ausgehend jeweils in 50-mV-Schritten bis auf 150 
mV herabgesetzt. Auf jeder Potential-Stufe wurde ein 10 nM 3-NT-Standard gemessen. Es 
wurden der Hintergrundstrom sowie die Größe und Fläche des Nitrotyrosin-Ausschlags 
festgehalten. 
 
 
 
Der Hintergrundstrom war im Vergleich zur Fläche des Ausschlags  im Oxidationsbereich 
von 400 bis 700 mV am kleinsten. Daher wurde ein Oxidationspotential gewählt, das im 
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mittleren Bereich liegt, nämlich 600 mV. Dieses Oxidationspotential wurde auch vom 
Hersteller als das optimale Oxidationspotential für 3-NT angegeben. 
 
 
4.1.3   Einfluss der Änderung des Ampère-Ranges auf die Größe des 3-NT-Signals  
 
Der Ampère-Range bezeichnet den Ampère-Bereich, in dem Stromveränderungen registriert, 
aufgenommen und der Datenverarbeitung zugeführt werden. Je kleiner der Ampère-Range 
gewählt wird, desto grösser stellt sich im Chromatogramm der zu betrachtende Ausschlag dar. 
Man kann die Funktion des Ampère-Ranges mit einer Art Vergrößerungsfunktion 
vergleichen. Wählt man z.B. einen Ampère-Range von zwei nano-Ampère (nAmp), so 
werden im Chromatogramm alle Stromveränderungen dargestellt, die kleiner als oder gleich  
zwei nAmp sind. Wählt man einen größeren Ampère-Range, z.B. vier nAmp, werden auf der 
gleichen Chromatogramm-Fläche alle Stromveränderungen im Bereich bis vier nano-Ampère 
dargestellt. Die Größe der dargestellten Peaks wird also bei einem doppelt so großen Ampère-
Range um den Faktor zwei vermindert. Da der Strom, der bei der Oxidation von kleinen, im 
nanomolaren Bereich liegenden Konzentrationen 3-Nitrotyrosins fließt, kleiner ist als zwei 
nano-Ampère, sollte ein möglichst kleiner Ampère-Range gewählt werden. 
Hier ergibt sich aber das Problem, dass durch die Pumpe Pulsationsschwankungen entstehen, 
die ihrerseits schon kleine Stromschwankungen induzieren. Diese stellen sich im 
Chromatogramm als kleine, rhythmische Pumpenhübe dar, welche durch eine Verkleinerung 
des Ampère-Ranges ebenfalls vergrößert werden. Diese weisen sich bei der Betrachtung des 
ohnehin schon kleinen 3-Nitrotyrosin-Peaks als störend aus. Daher wurde ein Ampère-Range 
von zwei nano-Ampère gewählt, weil hier die Pumpenhübe nicht sehr stark zu sehen, der 3-
Nitrotyrosin-Ausschlag aber noch gut zu erkennen war. 
 
 
 
 
4.1.4  Linearitätsnachweis des Detektors anhand von 3-Nitrotyrosin 
 
Um zu zeigen, dass der Detektor in dem für unsere Zwecke wichtigen Konzentrationsbereich 
linear  arbeitet, wurden kleine Mengen 3-Nitrotyrosin gemessen und dabei die Fläche bzw. 
Größe der Peaks ins Verhältnis zur Konzentration gesetzt: 
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Konzentration 3-NT in nM Höhe des Peaks (AU) Fläche des Peaks (AU) 
4,8 38,5 1389 
2 16,2 543 
1  8,1 276 
0,5  4,3 137 
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Tabelle, Diagramme und Chromatogramm zeigen, dass der elektrochemische Nachweis in 
kleinen Konzentrationsbereichen linear verläuft. 
 
4.1.5  Detektionsgrenzen von 3-Nitrotyrosin und Tyrosin im Vergleich 
 
Da ursprünglich geplant war, 3-Nitrotyrosin im Vergleich zu Tyrosin zu bestimmen, wurde 
eine Standard-Mischung aus den beiden genannten Stoffen gemessen. 
Dabei stellte sich heraus, dass die Detektion von kleinen Mengen Tyrosin bei der für 
Nitrotyrosin notwendigen Messanordnung nicht möglich ist. 
Das Oxidationverhalten von Tyrosin unterscheidet sich stark von dem Nitrotyrosins. Das 
optimale Oxidationspotential  von Tyrosin liegt bei 1000 mV, wohingegen das von 
Nitrotyrosin bei ca. 600 mV liegt. Desweiteren ist für die Oxidation von Tyrosin keine 
Reaktorzelle bzw. vorherige Reduktion nötig. 
Um deutlich zu machen, wie sich die Detektionsgrenzen von den beiden Stoffen 
unterscheiden, wurde zuerst eine Standard-Mischung gemessen, in der beide Stoffe mit 
gleicher Konzentration vorlagen. 
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Da  bei diesem Mischungsverhältnis kein Tyrosin detektiert werden konnte, der Nitrotyrosin- 
Ausschlag aber schon über den Messbereich hinausging, wurde daraufhin die Tyrosin-
Konzentration erhöht und die Nitrotyrosin-Konzentration im Gegenzug verringert. Die 
Konzentration der beiden Substanzen unterschied sich nun um den Faktor 100. 
Trotzdem war der Tyrosin-Ausschlag im Vergleich zum Nitrotyrosin-Ausschlag noch relativ 
klein. Es wurde eine weitere Standard-Mischung gemessen. Wiederum wurde hier die 
Tyrosin-Konzentration um den Faktor 10 erhöht und die 3-Nitrotyrosin-Konzentration um den 
Faktor 10 verkleinert, so dass sich die Stoffe in ihrer Konzentration nun um den Faktor 10000 
unterschieden. 
 
 
 
Eine gleichzeitige Detektion von Tyrosin und 3-Nitrotyrosin ist unter den 
Detektionseinstellungen, wie sie für 3-Nitrotyrosin vorgenommen werden, nicht möglich, da 
Tyrosin bei diesen Einstellungen nur in extrem hohen Konzentrationen detektiert werden 
kann. 
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4.1.6   Einfluss der Einspritzmenge auf die Detektion der Konzentration  
 
Dieses Experiment wurde mit der 20 µl Injektionsschleife durchgeführt. Da von den 
Liquorproben der Patienten nur geringe Mengen zur Verfügung standen und diese mehrmals 
gemessen werden mussten, war es nicht möglich, die Schleife mit den Proben doppelt oder 
mehrfach zu überfüllen.  
Um auszuschließen, dass die einfache Be-  bzw. doppelte oder zehnfache Überfüllung der 
Schleife Einfluss auf die Konzentrationsdetektion hat, wurde die Schleife mit jeweils 30, 50, 
100 und 200 µl einer 4,5 nM 3-Nitrotyrosin-Verdünnung befüllt. 
 
Einfüllmenge Peakfläche Peakgröße 
50      162     7,1 
200      200     6,5 
30      188     7,0 
50      196     7,0 
100      199,8     7,2 
50      183,4     7,2 
 X: 188,2 X: 7 
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Die Tabelle zeigt, dass sich die unterschiedliche Befüllung nicht auf die Konzentrations-
bestimmung des zu detektierenden Stoffes auswirkt. 
 
 
4.1.7   Einfluss des pH-Wertes der Probe 
 
Da der pH-Wert der Liquorproben (physiologischerweise pH 7,4) sich deutlich von dem pH-
Wert des Puffers (zwischen 3,1 und 3,9) unterscheidet, tat sich die Frage auf, ob dieses 
Einfluss auf die Retentionszeiten der im Liquor vorhandenen Substanzen hat. Da die Probe 
sofort nach dem Einspritzen mit dem nachlaufenden Puffer verdünnt wurde, wurde 
angenommen, dass die Retentionszeiten allein vom pH-Wert des Puffers abhängen oder 
zumindest nur wenig vom pH-Wert der Probe abhängen. 
Um in dieser Frage Sicherheit zu erlangen, wurde deshalb die Liquorprobe eines Patienten 
einmal durch Zugabe von HCl auf pH 1, einmal durch Zugabe von (Millipore-)Wasser auf pH 
8 gebracht. 
 Es wurde zu jeweils 27 µl Liquor-Ultrafiltrat je 3 µl HCl bzw. 3 µl Wasser dazugegeben, so 
dass eine Probenverdünnung von 9:10 entstand. Um nun den pH-Wert der Probe abschätzen 
zu können, wurde jeweils ein Tropfen auf pH-Papier aufgebracht. Dies erbrachte die oben 
genannten pH-Werte. 
Die so präparierten Proben wurden nun nacheinander eingespritzt. 
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Das abgebildete Chromatogramm zeigt, dass sich die Retentionszeiten in den Proben 
geringfügig verschieben. Die meisten Peaks wandern etwas nach hinten, wobei dieses bei den 
späteren Peaks stärker ausgeprägt ist als bei den früheren. Es gibt aber auch einige wenige 
Peaks, die sich geringfügig nach vorne verlagern. Das heißt, dass sich die verschiedenen 
Stoffe im Liquor pH-abhängig nicht alle gleich verhalten. Dieses Phänomen zeigt sich aber 
noch stärker bei einer Veränderung des pHs im Puffersystem, wie später noch gezeigt werden 
soll. 
Die Verlagerung der Retentionszeiten bei Änderung des pHs in der Probe ist jedoch nur so 
minimal, dass sich alle Peaks noch problemlos einander zuordnen lassen. 
 
 
 
4.1.8 Einfluss von pH-Wert des Puffersystems auf Retentionszeit von 3-Nitrotyrosin in 
Liquor und Puffer 
 
Der pH-Wert des Puffersystems hat großen Einfluss auf die Retentionszeiten der 
verschiedenen, im Liquor enthaltenen Substanzen. Dabei ist es nicht so, dass sich die Stoffe 
mit ihren Retentionszeiten bei einer pH-Veränderung alle gleich verhalten. Es ist im Gegenteil 
so, dass einige Stoffe bei einer pH-Veränderung früher, andere hingegen später eluieren. 
Wieder andere werden von einer (geringen) pH-Veränderung fast gar nicht beeinflusst. Daher 
kann man durch pH-Veränderung eine Auftrennung evtl. koeluiernder Peaks erreichen.  
Bei den meisten Substanzen verhält es sich so, dass sie bei einem niedrigeren, also saureren 
pH-Wert später eluieren. Dadurch dauert die Messung einer Liquorprobe bei einem 
niedrigeren pH-Wert länger. Verschiebt man einen Peak durch pH-Änderung nach hinten, 
wird dieser dadurch breiter und flacher, wandert er nach vorne, wird er schmaler und höher. 
3-Nitrotyrosin eluiert, wie die meisten anderen Substanzen, bei niedrigerem pH-Wert später. 
 
Das Beispiel zeigt die Chromatogramme des Liquors einer Patientin. Diesem Liquor wurden 
jeweils 10 nM Standard-3-NT zugesetzt. Der präparierte Liquor wurde einmal bei pH 3,87 
und einmal bei pH 3,60 gemessen, d.h. der Puffer hatte jeweils den genannten pH-Wert. 
Weiterhin wurde in Puffer gelöstes Standard-3-NT mit einer Konzentration von ebenfalls 10 
nM bei den entsprechenden pH-Werten gemessen. Dieses geschah, um zu zeigen, dass 3-NT 
sich in Puffer gelöst pH-abhängig genauso verhält wie in Liquor gelöstes, also von 
Lösungsmittel unabhängig ist. In Liquor  und in Puffer gelöstes 3-NT koeluieren jeweils beim 
entsprechenden pH-Wert ( ↑1 und ↑2 ). 
 47
 
 
Die Retentionszeit von 3-NT liegt bei pH 3,87 bei 14,1 min und verschiebt sich bei pH 3,60 
auf 16,3 min, die Retentionszeit verlängert sich also bei einem erniedrigten pH-Wert. Auch 
die meisten anderen Peaks zeigen bei einem erniedrigten pH-Wert längere Retentionszeiten. 
Die Substanz ( ↑3 ), die bei pH 3,60 bei 22,7 min eluiert und bei pH 3,87 bei 23,5 min, zeigt, 
dass es auch Stoffe gibt, deren Retentionszeit sich mit niedrigeren pH-Wert verkürzt. An 
dieser Substanz sieht man ausserdem gut, dass der Ausschlag bei einer früheren 
Retentionszeit höher und schmaler wird. 
 
 
 
4.1.9 Einfluss von der Methanol-Konzentration auf die Größe des  3-Nitrotyrosin-Peaks in 
Liquor und Puffer 
 
Ebenso wie der pH-Wert hat auch die Methanol-Konzentration des Puffers einen großen 
Einfluss auf die Retentionszeiten von 3-NT und den anderen, im Liquor enthaltenen 
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Substanzen. Hier verhält es sich so, dass sich die Retentionszeiten der meisten Substanzen, 3-
Nitrotyrosin eingeschlossen, mit höherer Methanol-Konzentration verkürzen. 
Durch Veränderung dieser Konzentration kann man ebenfalls versuchen, koeluierende Stoffe 
von einander zu trennen.  
Da bei hohen Methanol-Konzentrationen (10 %) die Retentionszeit sehr kurz ist, wurde 
beschlossen, die Methanol-Konzentration bei den Messungen bei 2 % zu halten und als 
einzigen Parameter zur Retentionszeitverschiebung den pH-Wert zu verändern.  
 
 
4.1.10 Einfluss der Ultrafiltration auf die Liquorprobe 
 
Die Ultrafiltration der Liquorproben wurde durchgeführt, um die Proteine zu entfernen. Da 
diese sich bei Einspritzen der Probe auf der Trennsäule ablagern, können sie diese 
verschmutzen. Dadurch werden die Trenneigenschaften der Säule schlechter und der Druck in 
der Säule steigt stark an. Da bei den Versuchen dieser Arbeit nur das freie 3-NT bestimmt 
werden sollte, war es möglich, die Proteine zu entfernen. 
Um zu zeigen, dass bei der Ultrafiltration tatsächlich die Proteine entfernt werden, wurde eine 
Liquorprobe einmal vor und einmal nach der Filtration hydrolysiert, um die Proteine in ihre 
einzelnen Aminosäurebestandteile zu zerlegen. Die so behandelte Probe wurde nun  einer 
Aminosäureanalyse unterzogen, um die genaue Aminosäurenkonzentration zu bestimmen. 
 
Aminosäure Liquorprobe vor Filtration                  
(nmol/ml) 
Liquorprobe nach Filtration  
(nmol/ml)      
Asparagin / Asparaginsäure 546 206 
Threonin 396 198 
Serin 464 294 
Glutamin / Glutaminsäure                     2767                    2186 
Glycin 557 192 
Alanin 336                          0 
Valin                        77 153 
Methionin 126                        20 
Isoleucin 517                        67 
Leucin 236 162 
Tyrosin 297 116 
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Phenylalanin                        15 130 
Histidin 352 224 
Lysin 816                        14 
Arginin 425 271 
Summe                    7927                    4205 
 
Die in der Tabelle dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sich die Aminosäurekonzentration 
der Probe nach der Filtration deutlich verringert hat. Die Differenz der Aminosäurekon-
zentrationen ergibt sich aus den nach der Filtration fehlenden Aminosäuren, aus denen die 
Proteine bestanden. 
 
Das Chromatogramm einer ultrafiltrierten Liquorprobe unterscheidet sich nicht von dem einer 
unfiltrierten Probe, da die Proteine nicht vom elektrochemischen Detektor detektiert werden. 
Daher bringt die Ultrafiltration nur Vorteile. Wäre das Chromotogramm nach Filtration 
verändert, so ergäben sich eventuell Probleme mit der Identifizierung und Zuordnung von 
Ausschlägen. Dieses Problem stellt sich hier nicht. 
 
 
4.1.11  Einfluss der Ultrafiltration auf die Konzentration von 3-Nitrotyrosin 
 
Um die Säule vor Verschmutzung durch Proteinablagerung zu schützen, wurden alle 
Liquorproben vor der Messung filtriert. Um auszuschließen, dass es hierbei zu einer 
Verminderung oder Zerstörung von 3-Nitrotyrosin kommt, wurde deshalb ein Nitrotyrosin-
Standard ebenfalls ultrafiltriert. Der Standard wurde  vor und nach Filtration gemessen und 
Peakhöhe- bzw. fläche verglichen. 
 
 Peakhöhe Peakfläche 
3-Nitrotyrosin filtriert 18,3 867 
3-Nitrotyrosin unfiltriert 18 813 
 
Die geringe Größen- und Flächenabnahme erklärt sich dadurch, dass bei der ersten Messung 
des Tages die Sensitivität jeweils etwas besser ist als bei darauffolgenden Messungen. Zieht 
man diesen Faktor in Betracht, kann man davon ausgehen, dass sich die Ultrafiltration der 
Liquorproben nicht auf die Konzentration von 3-Nitrotyrosin auswirkt. 
 50
 
Das Bild mit den übereinanderprojezierten Chromatogrammen zeigt, dass sich bei Messung 
von filtriertem gegenüber unfiltriertem Standard-3-Nitrotyrosin keine wesentlichen Verluste 
in Peakgröße oder -fläche ergeben. 3-Nitrotyrosin wird von der Ultrafiltration also nicht 
beeinflusst. 
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4.2    3-NT-Bestimmung im Liquor der Patienten und Kontrollen  
 
Hierfür wurden die filtrierten Liquorproben der Patienten mit den oben genannten 
Einstellungen gemessen; einmal ohne Zusatz und ein weiteres Mal versetzt mit einer geringen 
Menge Standard-3-Nitrotyrosin. 
Alle Proben wurden zunächst bei einem bestimmten pH-Wert gemessen. Der Messung 
vorausgehend wurde immer eine kleine Menge 3-Nitrotyrosin gemessen, dies geschah zur 
Eichung und zur Retentionszeitbestimmung. Wurde in der Probe ein Ausschlag mit der 
gleichen Retentionszeit wie 3-Nitrotyrosin gefunden, so wurde die Probe noch einmal bei 
einem anderen pH-Wert gemessen. Auch hier wurde die Probe ohne Zusatz und mit 3-
Nitrotyrosin versetzt gemessen. Fand sich auch bei dieser Messung  ein Peak, dessen 
Retentionszeit mit der von 3-Nitrotyrosin übereinstimmte, so wurde die Probe ein drittes Mal 
bei einem wieder anderen pH-Wert gemessen. 
Auf diese Weise wurden Liquorproben von 61 Patienten gemessen. 
Bei einigen der gemessenen Proben fand sich bei der ersten Messung ein Peak, dessen 
Retentionszeit mit der von 3-NT übereinstimmte. Dieser Peak war aber bei weiteren 
Messungen eindeutig nicht mehr zu finden. Es ergibt sich daher die Annahme, dass sich im 
Liquor Fremdsubstanzen befinden, die teilweise mit 3-Nitrotyrosin koeluieren. 
Bei neun Patienten fand sich bei der ersten Messung ein Peak, der von der Retentionszeit her 
3-Nitrotyrosin entsprach. Dieser Peak koeluierte auch bei ein bzw. zwei weiteren Messungen 
mit verschiedenen pH-Werten mit dem Standard-3-Nitrotyrosin-Peak. Man kann also mit 
einiger Sicherheit sagen, dass die Liquorproben dieser Patienten nachweisbare und im 
Vergleich zu den Kontrollpatienten erhöhte Mengen an 3-Nitrotyrosin enthielten. Zu diesen 
Patienten zählten alle drei untersuchten MS-Patienten. Sie alle wurden mit neurologischen 
Ausfällen stationär aufgenommen und zur Diagnosefindung lumbalpunktiert. Zum Zeitpunkt  
der Entnahmen waren alle drei MS-Patienten unbehandelt.  
 
Im folgenden sollen nun die Chromatogramme der neun Patienten bzw. Kontrollen dargestellt 
werden, bei denen sich erhöhte 3-Nitrotyrosinwerte fanden. 
Die Patienten werden in aufsteigender Nummerierung aufgeführt. 
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Patient 1 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten mit Multipler Sklerose. Er wurde 
zur Diagnosefindung punktiert und war zu diesem Zeitpunkt unbehandelt. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor des Patienten 1: 
 
Patient 1 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration 3,8 nM 5,3 nM 5,5 nM 
 
Diese Werte wurden wie folgt berechnet: 
Area des Peaks zur Retentionszeit von 3-NT der mit 11 nM 3-NT versetzten Liquorprobe – 
Area des Peaks zur Retentionszeit von 3-NT der unbehandelten Probe . Das Ergebnis wurde 
durch 11 dividiert, um die Größe der Fläche, die einer Konzentration von 1 nM entspräche, zu 
ermitteln. Die Fläche des Peaks zur Zeit von 3-NT in der unbehandelten Probe wurde dann 
durch die Fläche geteilt, die einem nM entspräche. 
 
Bsp:  Messung bei pH 3,42 ( Bild 2) 
1484 AU = 11 nM + x nM 
  486 AU = x nM 
1484 AU – 486 AU = 998 AU = 11 nM 
  998 AU : 11 = 90,72 AU = 1 nM 
  486 AU : 90, 72 AU = 5,3 nM 
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Auch bei allen weiteren Chromatogrammen erfolgte die Berechnung der 3-NT-Konzentration 
auf diese Weise. 
 
Die ermittelten Konzentrationen für 3-NT weichen bei den verschiedenen Messungen leicht 
voneinander ab. 
Die Abweichung ist bei der ersten Messung bei pH 3,60 besonders groß. Hier fällt das 
Chromatogramm bei 16,1 min, also zur Retentionszeit von 3-NT, aber noch ab. Dadurch lässt 
sich die Fläche unter dem 3-NT-Peak nur schlecht bestimmen. Die Abweichung könnte sich 
also durch die ungenau integrierte Fläche des Peaks ergeben. 
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Patient 2 
Dargestellt werden die Chromatogramme einer Patientin mit Multipler Sklerose. Sie wurde 
zur Diagnosefindung lumbalpunktiert und war zu diesem Zeitpunkt unbehandelt. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor der Patientin 2: 
 
Patientin 2 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration 4,5 nM 2,8 nM 5,7 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Auch hier schwanken die ermittelten Werte. Man kann davon ausgehen, dass die 3-NT-
Konzentration im Liquor der Patientin zwischen drei und fünf nM liegt. 
 
Bei der Messung bei pH 3,42 ergab sich das Problem, dass die Basislinie kurz vor dem 
Retentionszeitpunkt von 3-NT unter den Nullpunkt absackte. Leider zeichnet die Software 
darunter keine Daten mehr auf. Durch Betätigen der Auto-Zero-Funktion kann die Basislinie, 
wie in diesem Fall, auf 25 mV angehoben werden. Dadurch ergibt sich aber ein Sprung in der 
Basislinie, der die Integration des folgenden Peaks erschwert. Durch den starken Abfall der 
Basislinie und den Sprung derselben an dieser Stelle mag der 3-NT-Peak ungenau integriert 
sein und die 3-NT-Konzentration bei dieser Messung kleiner erscheinen.  
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Patient 3 
Dargestellt werden die Chromatogramme einer Patientin mit Multipler Sklerose. Sie wurde 
zur Diagnosefindung lumbalpunktiert und war zu diesem Zeitpunkt unbehandelt. 
 58
 
 
Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor der Patientin 3: 
 
Patientin 3 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration (24 nM) 3,77 nM 5,0 nM 
 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
Bei dem stark abweichenden Wert der ersten Messung kann davon ausgegangen werden, dass 
die gemessene Substanz nicht 3-NT entspricht. Würde es sich bei der Substanz um 3-NT 
handeln, so entspräche die Konzentration ca. 24 nM. Dieses ließe sich aber nicht mit den 
ermittelten Konzentrationen der anderen beiden Messungen in Übereinstimmung bringen. 
Desweiteren weicht die Retentionszeit des integrierten Peaks um 0,4 min von der 
Retentionszeit 3-Nitrotyrosins ab. Wahrscheinlich läuft der von 3-NT gebildete Peak verdeckt 
unter dem Peak der Fremdsubstanz und konnte erst durch pH Verschiebung in den weiteren 
Messungen isoliert werden.  Die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung von 3-NT ist 
durch die vielen im Liquor vorhandenen Substanzen erschwert, so dass man 
Konzentrationsschwankungen von 1-2 nM als Messfehler hinnehmen muss.  
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Patient 15 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten  mit dem Ohtahara Syndrom (einer 
Form der Epilepsie) und Mangan-Superoxid-Dismutase-Mangel. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor des Patienten 15: 
 
Patient 15 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Mesuung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration nicht detektierbar 6,0 nM 6,0nM 
 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Auch hier konnte durch pH-Verschiebung eine Auftrennung der ineinander laufenden Peaks 
erreicht werden. 
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Patient 18 
Dargestellt werden die Chromatogramme einer Patientin mit dem Idiopathischen West 
Syndrom (einer  resistenten Form von Epilepsie) und Selen-Mangel. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor der Patientin 18: 
 
Patientin 18 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration Nicht detektierbar 6,4 nM 3,5 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
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Patient 27 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten mit 6-Pyruvoyl-Tetrahydropterin-
Synthase-Mangel. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor des Patienten 27: 
 
Patient 27 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 
3-NT-Konzentration 2,1 nM 2,3 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Die ermittelte 3-Nitrotyrosin-Konzentration stimmt bei beiden Messungen gut überein. Sie ist 
mäßig erhöht. 
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Patient 32 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten mit  Dihydropteridin-Reduktase-
Mangel. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor des Patienten 32: 
 
Patient 32 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
Konzentration 3-NT 3,1 nM 8,5 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Es findet sich leider Erklärung für den großen Unterschied zwischen den für 3-NT ermittelten 
Konzentrationen bei den beiden Messungen. 
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Patient 41 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten  mit Tyrosin-Hydroxylase-Mangel. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor des Patienten 41: 
 
Patient 41 Messung bei pH 3,87 Messung bei pH 3,60 
3-NT-Konzentration 4,9 nM 3,48 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Die Abweichung der ermittelten Werte voneinander lässt sich wahrscheinlich darauf 
zurückführen, dass die Genauigkeit der Konzentrationsbestimmung im Liquor nicht exakt ist. 
Die tatsächliche Konzentration von 3-NT wird bei ca. 4 nM liegen. 
 
Bei den beiden Messungen kann man davon ausgehen, dass die bestimmte Substanz wirklich 
3-NT ist, da die Retentionszeit von 3-NT exakt mit der Retentionszeit der bestimmten 
Substanz übereinstimmt. 
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Kontrolle 14 
Dargestellt werden die Chromatogramme eines Patienten aus der Kontrollgruppe. 
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Die Messungen ergaben folgende 3-NT-Konzentrationen im Liquor der Kontrolle 14: 
 
Kontrolle 14 Messung bei pH 3,60 Messung bei pH 3,42 Messung bei pH 3,46 
3-NT-Konzentration nicht detektierbar 4,3 nM 6,8 nM 
 
Die Berechnungen erfolgten auf die bei Patient 1 angegebene Weise. 
 
Hier ergibt sich bei der ersten Messung das Problem, dass der vermutliche 3-NT-Peak die 
Schulter eines darauffolgenden Peaks bildet. Die genaue Größe dieses Ausschlages lässt sich 
deshalb nicht bestimmen. Bei den weiteren Messungen ließ sich aber eine gute Auftrennung 
erreichen.  
Die ermittelten Werte weichen wieder etwas voneinander ab. Die Problematik der ungenauen 
Bestimmung der 3-NT-Konzentration bei Messungen im Liquor wurde bereits angesprochen.   
 
Man sollte sich daher nicht auf eine genaue Konzentrationsangabe festlegen, sondern statt 
dessen festhalten, dass die Werte gegenüber der Kontrollgruppe erhöht sind. 
 
 71
4.2.2 Chromatogramme einer Probe, bei der sich in der ersten Messung ein mit 3-NT  
koeluierender Peak fand, der bei weiteren Messungen nicht mehr nachzuweisen war 
Abschließend sollen beispielhaft noch die Chromatogramme eines Patienten gezeigt werden, 
bei dem in der ersten Messung ein 3-NT-Peak gefunden wurde, welcher aber bei der zweiten 
Messung  mit einem anderen pH-Wert nicht mehr nachzuweisen war. 
Dieses Phänomen war bei mehreren Patienten vorhanden. 
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Es scheint, dass der Liquor einiger Patienten Fremdsubstanzen enthält, die teilweise mit 3-NT 
koeluieren. Ob es sich bei den jeweiligen Patienten um immer die gleiche Substanz handelt, 
kann nicht gesagt werden. Durch die pH-Verschiebungen konnte die Koeluation allerdings 
beseitigt werden. 
Lediglich die Patienten, bei denen der gefundene Peak bei zwei oder mehr Messungen mit 
verschiedenen pH-Werten dieselbe Retentionszeit wie 3-NT aufwies, wurden als Patienten 
mit erhöhten 3-NT-Konzentrationen eingestuft. 
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4.2.3 Tabellen der 3-NT-Konzentrationen im Liquor der Patienten und Kontrollen 
 
3-NT-Konzentrationen im Liquor der Patienten: 
 pH 3,60 pH 3,42 pH 3,46 pH 3,87 Mittelwert 
Gruppe 1      
Patient   1 3,8 nM 5,3 nM 5,5 nM  4,87 nM 
Patient   2 4,5 nM 2,8 nM 6,5 nM  4,60 nM 
Patient   3  3,77 nM 5,0 nM  4,39 nM 
Patient   4 0 nM   5,75 nM  
Patient   5 n.d. 0 nM    
Patient   6  18 nM ?  0 nM  
Patient   7 n.d. 0 nM    
      
Gruppe 2      
Patient   8 0 nM   0 nM  
Patient   9 0 nM   3,73 nM  
Patient 10 0 nM   4,8 nM  
Patient 11 10,3 nM 0 nM  8 nM  
Patient 12 0 nM   5,3 nM  
Patient 13 0 nM   1,75 nM  
Patient 14 0 nM     
Patient 15  6,0 nM 6,08 nM  6,04 nM 
Patient 16 0 nM 8,9 nM    
Patient 17  0 nM  n.d.  
      
Gruppe 3      
Patient 18  6,4 nM 3,5 nM  4,95 nM 
Patient 19   n.d. 0 nM    
      
Gruppe 4      
Patient 20 0 nM   6,3 nM  
Patient 21 0 nM     
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Gruppe 5      
Patient 22 0 nM   6 nM  
Patient 23 0 nM     
Patient 24 0 nM 4 nM    
      
Gruppe 6      
Patient 25 0 nM     
Patient 26 0 nM     
Patient 27 2,1 nM 2,3 nM   2,2 nM 
Patient 28 0 nM     
Patient 29 0 nM     
Patient 30 0 nM     
Patient 31 n.d. 0 nM    
Patient 32  3,1 nM 8,5 nM  5,8 nM 
Patient 33  0 nM    
Patient 34  0 nM    
Patient 35  n.d. 0 nM   
      
Gruppe 7      
Patient 36 0 nM     
Patient 37 0 nM     
Patient 38 < 3 nM 20 nM? 8,3 nM   
Patient 39 0 nM     
Patient 40 0 nM     
Patient 41 3,48 nM   4,8 nM 4,14 nM 
Patient 42 0 nM     
Patient 43 0 nM     
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3-NT-Konzentrationen im Liquor der Kontrollen: 
 pH 3,60 pH 3,42 pH 3,46 pH 3,87 Mittelwert 
Kontrolle  1 n.d. 0 nM  0 nM  
Kontrolle  2 0 nM     
Kontrolle  3 n.d. 0 nM    
Kontrolle  4 0 nM   3,4 nM  
Kontrolle  5 6.8 nM 0 nM    
Kontrolle  6 n.d. 0 nM    
Kontrolle  7 0 nM     
Kontrolle  8 n.d.   0 nM  
Kontrolle  9 n.d. 0 nM  n.d.  
Kontrolle 10 0 nM     
Kontrolle 11 n.d. 0 nM    
Kontrolle 12 n.d. 0 nM    
Kontrolle 13 ca 5 nM 0 nM    
Kontrolle 14  4,3 nM 6,8 nM  5,55 nM 
Kontrolle 15 n.d. 0 nM    
Kontrolle 16 n.d. n.d.    
Kontrolle 17 n.d. 0 nM    
Kontrolle 18 n.d. 0 nM    
 
 
n.d = nicht detektierbar, da 3-NT-Peak von vorausgehendem Peak teilweise überlagert wurde 
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Mittlere Erhöhung der 3-NT-Konzentration im Liquor der positiven Proben: 
 nM 
Patient 1 4,87 
Patient 2 4,60 
Patient 3 4,39 
Patient 15 6,04 
Patient 18 4,95 
Patient 27 2,20 
Patient 32 5,80 
Patient 41 4,14 
Kontrolle 14 5,55 
  
Mittelwert 4,72666667 
 
 
 
Wie oben bereits beschrieben fand sich bei einigen Proben bei der ersten Messung ein Peak, 
dessen Retentionszeit mit der von 3-NT übereinstimmte. Dieser Peak konnte bei einer pH-
Verschiebung allerdings nicht mehr nachgewiesen werden. Es ist daher anzunehmen, dass es 
sich bei dem gefundenen Peak um eine Fremdsubstanz handelt und die Probe nicht als positiv 
für eine 3-NT-Konzentrationserhöhung angesehen werden darf. 
 
Die Liquorproben von Patienten, bei denen in mindestens zwei Messungen ein mit 3-NT 
koeluierender Peak gefunden wurde, wurden als positiv eingestuft, falls nicht in einer 
weiteren Messung ein negatives Ergebnis gefunden wurde. 
 
Für diese Proben wurde die durchschnittliche Konzentrationserhöhung von 3-NT errechnet. 
Sie lag im Mittel bei 4,73 nM. 
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5. Diskussion 
 
5.1 3-NT-Konzentrationserhöhungen niedriger als erwartet 
 
Dieser Studie lag die Erwartung zugrunde, dass die 3-NT-Konzentration bei Kindern mit 
bestimmten neurologischen Erkrankungen stark erhöht sei. Basierend auf in der Einleitung 
schon erwähnten Literaturangaben (speziell den Veröffentlichungen von Toghi et al.(9,11)) 
wurde angenommen, dass die Normwerte für 3-NT bei ca. 1 nmol/l lägen. Die von Toghi 
untersuchten Alzheimer- und ALS-Patienten hingegen wiesen im Durchschnitt 3-NT-
Konzentrationen von 10 nmol/l auf. Einzelne Patienten wiesen auch Konzentrationen von 20 
nmol/l 3-NT auf. In einer anderen Studie von Cross et al.(13)  wurden immunhistochemisch 
erhöhte 3-NT-Werte bei Multiple-Sklerose-Patienten nachgewiesen. Aufgrund dieser 
Ergebnisse nahmen wir an, auch bei den erkrankten Kindern eine stark erhöhte 3-NT-
Produktion aufzeigen zu können.   Bei keinem unserer Patienten ließen sich aber so deutlich 
erhöhte Werte nachweisen wie beispielsweise bei den Patienten von Toghi. Auch die von uns 
untersuchten MS-Patienen zeigten nur „leicht“ erhöhte 3-NT-Konzentrationen.  
Dies läßt sich möglicherweise durch zwei Faktoren erklären. 
Einerseits wurden hauptsächlich Kinder untersucht. Es gibt bisher noch keine 
Literaturangaben über die Standard-3-NT-Konzentration im Liquor bei Kindern. Es könnte 
sich durchaus so verhalten, dass im kindlichen Gehirn bzw. Liquor normalerweise überhaupt 
kein 3-NT gebildet wird, bei Kontrollkindern also auch keines nachgewiesen werden kann. 
Die von uns detektierte Höchstkonzentration von 5 nM könnte darauf bezogen also schon 
einen exzessiv erhöhten Wert darstellen. 
Andererseits konnte auch bei den erwachsenen MS-Patienten keine so stark vermehrte 3-NT- 
Produktion nachgewiesen werden, wie es die Fachliteratur vermuten lassen würde. Das kann 
wiederum daran liegen, dass die Multiple Sklerose bei den untersuchten Patienten noch nicht 
sehr weit fortgeschritten bzw. vielmehr im Anfangsstadium war. 
 
Ein weiterer Grund für die nur geringfügige Erhöhung des 3-NTs im Liquor mag   darin 
liegen, dass nur das freie, nicht aber in Proteinen gebundenes 3-NT      untersucht wurde. 
Die in der Literatur beschriebenen starken Erhöhungen wurden im Liquor gemessen, in dem 
die Proteine hydrolysiert und somit auch in Proteinen gebundenes 3-NT mit erfasst wurde. 
Da bei den Studien von Toghi et al.das freie Tyrosin bei Alzheimer- und ALS-Patienten nicht  
verändert war, gehen Toghi et al. davon aus, dass die erhöhten 3-NT-Werte hauptsächlich von 
dem in Proteinen gebundenen 3-NT herrühren. Träfe das zu, würde daraus zwangsläufig 
 78
folgen, dass die in dieser Studie ermittelten Werte niedriger sein müssen, da das gebundene  
3-NT nicht mitbestimmt wurde.  
 
Da es bei dieser Studie immer wieder Probleme mit dem elektrochemischen Detektor gab (ein 
Gerät der Firma Ahntec wurde bislang noch nicht für die Bestimmung von 3-NT verwendet), 
wurden die Proben zur Vermeidung weiterer Komplikationen erst einmal nur auf freies 3-NT 
untersucht. Da nun die Anfangsschwierigkeiten überwunden sind, sollen demnächst weitere 
Studien folgen, in denen auch in Proteinen gebundenes 3-NT bestimmt werden soll. 
 
Die in der Literatur beschriebenen 3-NT-Erhöhungen bei MS-Patienten wurden 
immunhistochemisch ermittelt. Hier zeigte sich die 3-NT-Immunreaktivität hauptsächlich 
intrazellulär.  
Dass in dieser Studie die 3-NT-Werte zwar deutlich, aber nicht extrem erhöht waren, mag 
daran liegen, dass sich das meiste 3-NT intrazellulär und nicht im Liquor befindet. In diesem 
Sinne ist dieses die erste Studie, die erhöhte 3-NT-Konzentrationen im Liquor bei MS-
Patienten beschreibt. 
 
Trotz der neun „positiven“ Liquor-Proben stellt sich die Frage, warum bei den 40 anderen 
untersuchten Patienten keine erhöhte 3-Nitrotyrosin-Konzentration nachzuweisen war. 
Entgegen den Erwartungen war dies nur bei einem Fünftel der untersuchten Patienten der 
Fall.  
   
Verfolgt man jedoch die Annahme, dass sich das meiste 3-NT intrazellulär findet, so läßt sich 
trotz der negativen Ergebnisse bei den meisten Patienten nicht ausschliessen, dass dennoch 
Peroxynitrit- und 3-NT-Bildung vorliegt.  
Diese beschränkt sich möglicherweise auf das intrazelluläre Kompartiment und ist im Liquor 
nicht nachzuweisen. 
 
Die Patienten, bei denen jedoch auch im Liquor 3-NT nachgewiesen werden konnte, sind 
möglicherweise Patienten, bei denen eine extreme 3-NT-Produktion vorliegt. 
Hier wäre auch ein erhöhter Zerfall von Proteinen, die 3-NT enthalten, denkbar. 
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5.2 Interpretation der erhöhten 3-Nitrotyrosin-Konzentrationen bei den jeweiligen 
Patienten 
 
Patient 15 und Patient 18:  
Diese beiden Patienten leiden an zwei verschiedenen Formen von im Säuglingsalter 
beginnender Epilepsie.  
 
Patient 15 leidet an einer „Ohtahara Syndrom“ genannten Form der Epilepsie. Bei ihm liegt 
zusätzlich ein Manganmangel mit konsekutivem MnSOD-Mangel vor. 
Durch den MnSOD-Mangel kommt es zu einem Anstau von O2-.. 
 
Patient 18 leidet an dem „Idiopathischen West Syndrom“. Bei ihm liegt zudem ein 
Selenmangel mit konsekutivem Mangel an Gluthationperoxidase vor. Dadurch kommt es zum 
Anstau von H2O2. 
 
Epilepsie entsteht durch die übermäßige und unkoordinierte Erregung von Neuronen im ZNS. 
Durch diese Erregung kommt es zur vermehrten Glutamat-Freisetzung, welches an die 
NMDA-Rezeptoren bindet. Hierdurch kommt es zu einem Ca2+-Einstrom in die Zellen. Durch 
die erhöhte Ca2+-Konzentration kommt es zur Aktivierung der nNOS und dadurch zur NO-
Bildung. Dieses diffundiert als retrograder messenger in das umliegende Gewebe und bewirkt 
dort Freisetzung von weiterem Glutamat, so dass ein exzitatorischer Kreislauf entsteht. 
Gleichzeitig reagiert NO mit O2-• zu Peroxynitrit, welches zellschädigend wirkt und zur 
Bildung von 3-NT führt. 
 
Im Rahmen der Epilepsie kommt es zu anfallsbedingten hirnorganischen Schäden heterogener 
Natur. Da heute klar ist, dass der früher als entscheidender, pathogener Faktor angesehene 
Sauerstoffmangel nur teilweise der verantwortliche Schädigungsmechanismus ist, wäre zu 
überdenken, ob diese Rolle nicht dem Peroxynitrit zukommt.   
 
Theoretisch wäre ergänzend zur normalen Epilepsietherapie die Zugabe von MnSOD 
denkbar. 
Praktisch ist die MnSOD-Substitution aufgrund der Bluthirnschranke und der 
Plasmamembrangrenzen aber nicht möglich. Die Gabe von hochdosierten Antioxidantien wie 
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Vitamin C und E oder Selensubstitution hat  jedoch als add-on-Therapie zu klinischer 
Besserung der Epilepsie geführt (Ramaekers et al,(22)). 
 
Beim Patienten 41 liegt ein Tyrosin-Hydroxylase-Mangel vor. 
Die erhöhte 3-NT-Konzentration läßt sich hier dadurch erklären, dass der Tyrosinspiegel 
erhöht ist. Durch den Tyrosin-Hydroxylase-Mangel ist der weitere Metabolismus von Tyrosin 
zu Dopa (und konsekutiv zu Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin) vermindert. 
Da mehr Tyrosin vorhanden ist, kann folglich auch mehr Tyrosin zu 3-NT nitriert werden. 
Die vermehrte 3-NT-Konzentration könnte sich also nicht primär durch erhöhte Peroxynitrit-
Bildung, sondern sekundär durch den verminderten Abbau von Tyrosin erklären. 
 
Die Patienten 1, 2 und 3 leiden unter Multipler Sklerose im Anfangsstadium. Durch die 
Entzündung kann es hier zu einer Induktion der iNOS in Astrozyten, Mikroglia und 
Makrophagen kommen. Aufgrund der verstärkten NO-Produktion konkurriert dieses mit der 
MnSOD und bildet mit O2-•  Peroxynitrit, was wiederum zellschädigend wirkt und eine 
erneute Entzündung provoziert. 
  
Patient 27:  Bei diesem Patienten liegt ein 6-Pyrovoyl-Tetrahydropterin-Synthase-Mangel vor. 
Dieses Enzym wandelt Dihydroneopterin-Triphosphat in 6-Pyrovoyl-Tetrahydropterin um, 
aus welchen wiederum Tetrahydrobiopterin entsteht. 
Tetrahydrobiopterin fungiert als Kofaktor der NO-Synthetase, welche ja als Dimer vorliegt.  
Unter bestimmten Umständen, z.B. bei Mangel an Kofaktoren, kann die NOS statt  NO auch 
O2-• produzieren. 
Herrscht nun ein relativer Tetrahydrobiopterin-Mangel, kann es sein, dass die eine Hälfte der 
NO-Synthetase über Tetrahydrobiopterin als Kofaktor verfügt und NO bildet. Bei der anderen 
Hälfte kann Tetrahydrobiopterin jedoch fehlen, so dass diese O2-• bildet. Die Produktion 
dieser beiden Radikale an einem Entstehungsort kann zur Bildung von Peroxynitrit (ONOO-) 
führen, welches dann neurotoxisch wirkt  und zusätzlich Tyrosin zu 3-Nitrotyrosin 
nitrosyliert. 
 
Patient 32: Der Pathomechanismus ist derselbe wie bei Patient 27. Die Erkrankung dieses 
Patienten, ein Dihydroptridin-Reduktase-Mangel, resultiert ebenfalls in einem 
Tetrahydrobiopterin-Mangel. 
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Tetrahydrobiopterin wird im Körper bei verschiedenen metabolischen Reaktionen zu 
Dihydrobiopterin umgewandelt, welches dann durch die Dihydrobiopterin-Reduktase wieder 
zu Tetrahydrobiopterin reduziert wird. Fehlt nun dieses Enzym, so staut sich Dihydrobiopterin 
an und es entsteht konsekutiv ein Tetrahydrobiopterin-Mangel, aus dem dann die oben 
beschriebenen Reaktionen resultieren. 
 
 
5.3  Auftrennung von 3-NT gegenüber den restlichen, im Liquor vorhandenen Substanzen 
 
Eine klare Auftrennung von 3-NT stellte sich als sehr schwierig heraus, da Liquor auch sehr 
viele andere Substanzen enthält. Während sich die Detektion von artefiziellem 3-NT als 
relativ einfach erweist, ist die Detektion in natürlichen Flüssigkeiten wie Liquor eher schwer, 
da hier viele Substanzen nahe beieinander liegende Retentionszeiten haben.  
 
 
5.4   Varianz der Konzentrationen der anderen im Liquor vorhandenen Substanzen 
 
 
 
 
 
Als Beispiel wurden hier die Chromatogramme von vier verschiedenen Patienten 
übereinanderprojeziert. Man sieht, dass sich die Hauptausschläge in ihrer Größe teilweise 
wesentlich unterscheiden. Da für die meisten Stoffe in menschlichen Körper physiologische 
Standardwerte bzw. –konzentrationen gelten, scheinen diese erheblichen 
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Konzentrationsunterschiede verwunderlich. Vielmehr wurde davon ausgegangen, dass sich 
die meisten detektierten Substanzen bei den verschiedenen Patienten in ihren Konzentrationen 
nicht unterscheiden.   Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die auf 3-Nitrotyrosin 
abgestimmten Einstellungen des elektrochemischen Detektors nur die Detektion einiger im 
Liquor enthaltenen Substanzen erlaubt. Viele der im Liquor vorkommenden Stoffe werden bei 
diesen Einstellungen also gar nicht erfasst. Es wäre denkbar, dass die Stoffe mit festgesetzten 
physiologischen Standardwerten hier nicht detektiert werden.   
 
 
5.5  Technische Probleme mit dem elektrochemischen Detektor 
 
a)   Auftreten von Pulsationsartefakten;  diese waren fast so hoch wie die Ausschläge 
kleiner Mengen 3-NT, d.h. der Peak von 1 nM 3-NT war teilweise so hoch wie ein 
Pumpenhubbel. Daraus folgt, das man  den Peak als solchen nicht mehr von den 
Pulsationen unterscheiden kann. 
Die Empfindlichkeit der Detektion steigt umgekehrt proportional zur Geschwindigkeit 
des Flusses des Puffers. Bei geringerer Fließgeschwindigkeit verbleibt die zu 
detektierende   Substanz länger in der Detektor-Zelle, so dass mehr Substanz oxidiert 
werden kann. Dadurch fließt mehr Strom und das Signal wird größer. 
Es gilt also, denn Fluß so klein wie möglich zu halten. Bei kleinem Fluß (hier 0,1 
ml/min) wird der Druck allerdings sehr niedrig (hier zwischen 20 und 30 bar). Der 
Pulsationdämper der quaternären Pumpe arbeitet aber erst ab 30 bar effektiv.  
Eine Möglichkeit, dieses Problem zu beseitigen, ist der Einbau eines weiteren 
Pulsationsdämpfers. Dieser ist den Zellen direkt vorgeschaltet. 
  
b) Eines der größten Probleme bei dieser Arbeit war das immer wiederkehrende 
Absinken der  Sensitivität  des elektrochemischen Detektors. Während  der Ausschlag 
von 5 nM 3-NT bisweilen 35 mV betrug, sank er oft auf nur 10-15 mV für 10 nM 3-
NT ab. Mit einer so geringen Sensitivität war es aber nicht möglich zu messen, da in 
diesem Fall Konzentrationen von < 5 nM nicht mehr zu einem sichtbaren Ausschlag  
führten. Eine gute Sensitivität war für die Messungen also unerlässlich, da die 
vermuteten Konzentrationen in den Liquor-Proben zwischen 1-10 nM lagen.  
 Die Sensitivität ließ sich bisweilen steigern durch Reinigen der Arbeits- und 
Referenzelektroden der Detektor- und Reaktorzelle. 
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Die erste Möglichkeit, die Elektroden zu reinigen bestand darin, die Potentiale der 
Reaktor- und Detektorzelle auf extreme Werte zu setzen, d.h. –1V für die Reaktor- 
und +1V für die Detektorzelle. Nach zehn Minuten wurde wieder zu den alten 
Einstellungen gewechselt, um nach weiteren 10 Minuten zu den hohen Potentialen 
zurückzukehren. Dieser Zyklus wurde ca. 10 mal durchgeführt. Durch den Wechsel 
der Potentiale sollte sich der Schmutzfilm, der sich nach mehreren Messungen auf den 
Elektroden bildete, lösen. 
Brachte dieses Verfahren keinen Erfolg, so wurden im nächsten Schritt die Elektroden 
mir einem Ethanol- oder Azeton-getränkten Tuch abgerieben, bis die Elektroden 
wieder eine spiegelnde Oberfläche aufwiesen. 
Teilweise war das Puffersystem auch mit Bakterien kontaminiert, was laut Hersteller 
ebenfalls zu einem Nachlassen der Sensitivität führen kann. War dies der Fall, so 
wurde das gesamte System mit einer Mischung aus 70 % Ethanol und 30 % Wasser 
für mehrere Stunden gespült.  Dies führte zu einem Abtöten der Bakterien. 
Anschliessend wurde das System mit reinem Wasser gespült, um Bakterien- und 
Ethanolreste zu entfernen. 
 
Durch diese drei Reinigungsverfahren ließ sich die Sensitivität teilweise steigern. Oft 
jedoch erzielte man hierdurch keine Besserung der Sensitivität. 
 
Es lag dann kein erkennbarer Grund für die verminderte Sensitivität vor. 
Wiederum ohne erkennbaren Grund stieg die Sensitivität nach einigen Wochen wieder 
an, so dass ein problemloses Messen möglich war. 
 
   c)   Abfall der Basislinie im frühen Bereich der Messungen 
 
 Zu Beginn der Messung fällt die Basislinie extrem stark ab; nach den ersten fünf 
Minuten wird dieses Phänomen in der Regel schwächer, die Tendenz, abzufallen, bleibt 
jedoch bestehen. Dieses führt des öfteren dazu, dass die Basislinie unter den Nullpunkt 
abfällt. Unter diesem Punkt zeichnet die Software jedoch keine Daten mehr auf. Dieses 
Problem ist allein ein Problem der Softwareverarbeitung. Da die Ordinate keine 
Absolutwerte aufzeichnet, sondern die Stromänderungen, die im ECD in Spannung 
umgewandelt werden, nur relativ wiedergibt, wird die Basislinie am willkürlich 
gesetzten Nullpunkt natürlich nicht gleich null und darunter nicht negativ. 
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 Mit einer Funktion des Detektors, der Auto-Zero-Funktion, kann man die Basislinie 
willkürlich wieder anheben. Es wurden hier 25 mV gewählt, das heisst, bei Betätigen 
der Auto-Zero Funktion wurde die Basislinie automatisch auf 25 mV angehoben. Dies 
führt aber zu Unterbrechungen der Basislinie, die eine Beurteilung der Ausschläge 
teilweise erschwert.  
Dieses Problem besteht bei der älteren Version der Software (HP 1050 Series) nicht. 
Hier werden Daten unter der Nulllinie (die ja nur relativ ist) ebenfalls aufgezeichnet. Es 
ist fraglich, warum dieses bei der neueren Version ( HP 1100 Series) geändert wurde. 
 
5.7  Handelt es sich bei der detektierten Substanz tatsächlich um 3-NT? 
 
Mit der elektrochemischen Detektion läßt sich nicht mit hundertprozentiger Sicherheit sagen, 
dass die detektierte Substanz tatsächlich 3-Nitrotyrosin ist. Da im Liquor sehr viele 
verschiedene Substanzen vorliegen, wäre es möglich, dass die detektierte Substanz eine 
Fremdsubstanz ist, die mit 3-NT koeluiert. Da diese Substanz aber bei Messungen mit 
verschiedenen pH-Werten immer mit dem Standard-3-NT „mitwandert“, ist es sehr 
wahrscheinlich, dass es sich dabei tatsächlich um 3-NT handelt.  
Letztendlich ließe sich das aber nur durch andere Detektionsverfahren klären. 
Eine Möglichkeit wäre, die fragliche Substanz aufzufangen und anschließend 
massenspektrometrisch zu untersuchen. Über das Molekulargewicht könnte eine eindeutige 
Identifizierung erfolgen. Dieses Verfahren wäre allerdings sehr aufwendig. 
Eine weitere Möglichkeit, die auf demselben Prinzip beruht, wäre ein neu entwickeltes 
Detektionsverfahren, die sogenannte „liquid chromatographic mass spectrometry“ (LCMS). 
Hierbei erfolgt die Trennung wie gewohnt über eine Säule, die Detektion erfolgt über ein 
nachgeschaltetes Massenspektroskop. Diese „online-Detektion“ wäre sehr viel einfacher. 
Allerdings ist dieses Verfahren noch nie an 3-Nitrotyrosin getestet worden. Es bleibt zu 
klären, ob es für diese Substanz  und  für Konzentrationen im nanomolaren Bereich geeignet 
ist.  
 
5.8  Vergleich von in dieser Arbeit untersuchten Liquorproben mit Liquorproben, in denen 
bereits erhöhte 3-NT-Werte festgestellt wurden 
 
Um zu überprüfen, ob die hier verwendete Methode tatsächlich funktioniert, wollte unsere 
Arbeitsgruppe einige Liquorproben, bei denen schon einmal eindeutig erhöhte 3-Nitrotyrosin- 
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Werte gefunden wurden, nachmessen. Zu diesem Zweck wandten wir uns an mehrere 
Arbeitsgruppen, darunter Toghi et al. sowie Hensley et al. Diese hatten 3-Nitrotyrosin im 
Liquor bereits bei Alzheimer- bzw. ALS-Patienten bestimmt. 
Aus rechtlichen sowie ethischen Gründen war es ihnen aber leider nicht möglich, uns Proben 
zukommen zu lassen, die definitiv eine hohe Menge 3-Nitrotyrosin enthielten. 
So mussten wir auf diese Überprüfung unserer Methode verzichten. 
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6.    Zusammenfassung 
 
Dieser Arbeit lag die Fragestellung zugrunde, ob bei Kindern mit verschiedenen neuro- 
logischen Erkrankungen nitrosativer Stress, vermittelt durch die Bildung von Peroxynitrit 
(ONOO-) eine Rolle spielt bzw. ursächlich sein kann. In der Literatur finden sich bereits 
zahlreiche Beispiele für neurologische Erkrankungen, die durch nitrosativen Stress verursacht 
oder zumindest beeinflusst zu werden scheinen, z.B. Alzheimer, ALS, Entzündungen, 
Multiple Sklerose usw. Daher wurde der Liquor von  40 Kindern und drei Erwachsenen (= 43 
Patienten) mit verschiedenen neurologischen Erkrankungen sowie von 18 Kontrollkindern 
untersucht. Bei den 43 Patienten lagen verschiedene Erkrankungen vor, die auf die ein oder 
andere Weise durch eine erhöhte Entstehung von Peroxynitrit beeinflusst sein können. Um 
das Ausmaß der Peroxynitritbildung indirekt einschätzen zu können, wurde 3-NT gemessen, 
da Peroxynitrit ein sehr flüchtiger, instabiler Stoff ist. 3-NT kann als stabiler Marker für 
nitrosativen Stress und Bildung von Peroxynitrit angesehen werden, da es ein stabiles Produkt 
aus der Reaktion von Peroxynitrit mit Tyrosin darstellt.  
Als Untersuchungsmethode wurde die HPLC mit elektrochemischer Detektion gewählt. Diese 
stellte sich als Methode der Wahl dar, da mit ihr auch sehr kleine Mengen 3-NT 
nachgewiesen werden können. Außerdem ist diese Methode im Vergleich zu anderen , z.B. 
zur Massenspektroskopie, relativ kostengünstig, was für die Routinebestimmung von 3-NT 
von Vorteil ist. 
Es wurden zunächst einige Experimente durchgeführt, um zu zeigen, dass das Gerät exakt und 
linear arbeitet und um die Einflüsse verschiedener Parameter, z.B. pH-Wert des 
Puffersystems, darzustellen. Es folgte die Untersuchung der Liquorproben der Patienten- und 
der Kontrollgruppen. 
Von den 43 untersuchten Patienten zeigte sich jedoch nur bei acht eine deutliche Erhöhung 
von 3-NT. Desweiteren fanden sich bei einem Kind aus der Kontrollgruppe erhöhte 3-NT-
Werte. Die 3-NT-Konzentration bei den 3-NT-positiven Proben lag im Durchschnitt bei 4,73 
nM, in den anderen Proben konnte kein 3-NT nachgewiesen werden, d.h. die Konzentration  
lag bei   0 nM. 
Es stellt sich jedoch die Frage, warum bei nur acht der 43 Patienten eine 3-NT-Erhöhung 
nachgewiesen werden konnte. Von diesen acht Patienten waren drei Patienten Erwachsene, 
die an multipler Sklerose erkrankt waren. Die festgestellten 3-NT-Konzentrationen waren 
jedoch nicht so stark erhöht, wie in der Literatur, z.B. bei Alzheimer- oder ALS-Patienten, 
vorbeschrieben. Dies mag zum einen daran liegen, dass noch nie zuvor Kinder auf 3-NT 
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untersucht worden sind, so dass für diese auch keine direkten Vegleichsmöglichkeiten in der 
Literatur bestehen. Evtl. wird aber im gesunden kindlichen Gehirn gar kein 3-NT produziert, 
so dass bei Kindern aus der Kontrollgruppe auch keines nachgewiesen werden konnte. Die in 
dieser Arbeit durchschnittlich detektierte 3-NT-Erhöhung auf 4,73 nM könnte darauf bezogen  
schon einen exzessiv erhöhten Wert darstellen. Ausserdem wurde nur freies, nicht in Protein 
gebundenes 3-NT bestimmt. Die in der Literatur beschriebenen 3-NT-Erhöhungen wurden 
allesamt in Liquorproben gefunden, in denen die Proteine zuvor hydrolysiert worden waren. 
Somit wurde auch in Proteinen gebundenes 3-NT miterfasst.  Der Anteil von 
proteingebundenem 3-NT wurde in dieser Arbeit nicht mitbestimmt, daher fallen die 
ermittelten 3-NT-Konzentrationen natürlich niedriger aus. 
Desweiteren kann man bei der detektierten Substanz nicht mit letzter Sicherheit sagen, ob es 
sich tatsächlich um 3-NT handelt, und nicht um eine Fremdsubstanz, welche die gleiche 
Retentionszeit und ähnliche Retentionseigenschaften aufweist und daher mit 3-NT koeluiert. 
Dass es sich tatsächlich um 3-NT handelt, könnte man beweisen, indem man z.B. die eluierte 
Substanz  auffängt und massenspektroskpisch untersucht. Abschließend bleibt also zu sagen , 
dass noch einige Fragen offen sind, welche weiterer Forschung bedürfen. Die Liquorproben 
der untersuchten Kinder, bzw. von Kindern mit ähnlichen neurologischen Erkrankungen 
sollten noch einmal nach Hydrolyse der Proteine auf 3-NT untersucht werden.  Ausserdem 
sollte die gefundene Substanz eindeutig als 3-NT identifiziert werden. Erst dann kann man die 
Ergebnisse wirklich mit den bereits in der Literatur veröffentlichen Daten vergleichen.  
Diese Arbeit soll daher nur als Anfang auf dem Gebiet der Forschung im Bereich „nitrosativer 
Stress bei Kindern mit neurologischen Erkrankungen“  begriffen werden, dem noch viele 
Studien folgen müssen.  In diesem Sinne soll diese Arbeit eher als Methodenetablierung 
betrachtet werden,  die Forschungsansätze aufzeigen soll. 
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